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1 JOHDANTO 
 
RNA-sekvensointi on toisen sukupolven sekvensointimenetelmä (Borodina ym. 2011), 
joka mahdollistaa transkriptomien kokonaisvaltaisen analysoimisen. Sen avulla voidaan 
selvittää transkriptoitujen geenien rakenne ja silmukointikohdat, määrittää jokaisen 
trankriptin ekspressiotaso (Levin ym. 2010, Borodina ym. 2011) sekä selvittää eri silmu-
kointivaihtoehtojen määrät (Levin ym. 2010). RNA-sekvensoinnin etuja verrattuna esi-
merkiksi mikrosiruanalyyseihin ovat mahdollisuus uusien transkriptien etsimiseen, ei-
transloitujen geenialueiden tutkiminen ja vähäinen tekninen vaihtelu (Nookaew ym. 
2012). RNA-sekvensoinnin antamaa transkriptomitietoa voidaan hyödyntää muun 
muassa syöpätutkimuksessa, RNA:ihin perustuvien biomarkkereiden kehittämisessä ja 
yksilöityjen syöpähoitojen kehittämisessä (Zhang ym. 2013).  
Juosteisuuden säilyminen ja pienet näytemäärät kuuluvat tämän hetken pääkehitys-
kohteisiin kaupallisissa RNA-näytteenvalmistusmenetelmissä. Juosteisuuden säilyttä-
vien näytteenvalmistusmenetelmien käyttämisestä RNA-sekvensoinnissa on huomat-
tavaa hyötyä verrattuna menetelmiin, jotka eivät säilytä juosteisuutta. Ne mahdollista-
vat esimerkiksi vastinjuosteen koodaamien transkriptien identifioinnin sekä sen juos-
teen määrittämisen, mistä ei-koodaava RNA on transkriptoitu. Vastinjuosteen 
transkriptit ja ei-koodaavat RNA:t osallistuvat geenisäätelyyn, joten niiden tunteminen 
on tärkeää. Lisäksi juosteisuustiedon säilyessä voidaan selvittää tarkat rajakohdat vas-
takkaisissa juosteissa transkriptoiduille vierekkäisille geeneille sekä määrittää päällek-
käisten koodaavien ja ei-koodaavien RNA:jen ekspressiotasot (Levin ym. 2010). Pienten 
näytemäärien menetelmiä taas tarvitaan esimerkiksi tutkittaessa kantasoluja, syöpää 
tai kliinisiä diagnostiikkanäytteitä (Tariq ym. 2011).  
Tämä maisterintutkielma tehtiin Suomen molekyylilääketieteen instituutin (FIMM) 
sekvensointiyksikössä. Työn tarkoituksena oli vertailla juosteisuuden säilyttäviä ja pie-
nille näytemäärille soveltuvia RNA-näytteenvalmistusmenetelmiä ja vertailun perus-
teella valita sekvensointilaboratorion käyttöön parhaiten soveltuva menetelmä.  
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2 KIRJALLISUUSKATSAUS 
 
2.1 Yleistä RNA:sta 
 
Ribonukleiinihappo eli RNA on toinen organismeissa esiintyvistä nukleiinihapoista 
deoksiribonukleiinihapon eli DNA:n ohella. Se esiintyy solussa polynukleotideina, jotka 
puolestaan rakentuvat nukleotideista. RNA:n nukleotidi sisältää kolme eri rakenne-
osaa: fosfaattiryhmän, sokeriosan ja emäsosan. Sokerina on pentoosi ja emäsosina 
sytosiini, urasiili, adeniini tai guaniini. Sytosiini ja urasiili kuuluvat pyrimidiineihin ja 
adeniini ja guaniini puriineihin. (Campbell ym. 2008.) 
 
2.2 RNA:jen luokittelusta, syntetisoinnista ja muokkauksesta sekä tehtävistä solussa 
 
RNA:t luokitellaan yleensä proteiineja koodaaviin ja koodaamattomiin RNA:hin. Suurin 
osa ihmisen solujen RNA:sta on proteiineja koodaamattomia RNA:ja. Tätä luokittelua ei 
voi kuitenkaan pitää täysin yksiselitteisenä, koska on löydetty joitain kaksoistoiminnal-
lisia RNA:ja. Kaksoistoiminnalliset RNA:t toimivat sekä proteiineja koodaamattomien 
RNA:jen että proteiineja koodaavien RNA:jen tavoin. (Dinger ym. 2008.)  
 
2.2.1 Proteiineja koodaava RNA 
 
Proteiineja koodaaviin RNA:ihin luokitellaan kuuluvaksi lähetti-RNA (mRNA, engl. 
messenger RNA) (Dinger ym. 2008). mRNA:ja tuotetaan tumassa tapahtuvassa 
transkriptiossa. Transkription tarkoituksena on siirtää DNA:n sisältämä informaatio eli 
emäsjärjestys muodostettavalle mRNA:lle. Ensin tuotetaan pre-mRNA -molekyyli 
komplementaarisen emäspariutumisen mukaisesti käyttäen DNA-juostetta mallina ja 
pre-mRNA muokataan edelleen aktiiviseksi mRNA:ksi. Aktiivista mRNA-molekyyliä käy-
tetään mallina proteiineja tuottavassa translaatiossa, joka tapahtuu solulimassa 
(Campbell ym. 2008).  
Ennen muokkausta pre-mRNA:t muodostavat ribonukleoproteiinikomplekseja RNA:ihin 
sitoutuvien proteiinien (RBP, engl. RNA-binding protein) ja pienten ei-koodaavien 
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RNA:jen kanssa. Ribonukleoproteiinikompleksien RBP:en vaihtuminen pre-mRNA:jen 
muokkauksen edetessä ohjaa pre-mRNA:jen prosessointia ja varmistaa, että 
premRNA:jen muokkaus etenee oikein. Ne ovat sitoutuneina pre-mRNA:jen sekvens-
sispesifisille cis-alueille tai proteiineja koodaamattomille alueille. Tumassa pre-
mRNA:ille tehdään 5’-pään muokkaus, 3’-pään leikkaus ja polyadenylaatio sekä suori-
tetaan silmukointi RBP-proteiinien ohjaamina ennen solulimaan siirtämistä. (McKee ja 
Silver 2007, Glisovic ym. 2008.) 
Pre-mRNA:jen 5’-pään muokkauksen aloittaa fosfataasi, joka poistaa yhden kolmesta 
5’-pään fosfaatista. Tämän jälkeen guanyylitransferaasi liittää 5’-päähän guanosiini-
monofosfaatin käänteis- eli 5’−5’ -liitoksella. Lopuksi metyylitransferaasi liittää 5’-pään 
guanosiiniin metyyliryhmän. (Alberts ym. 2008.)  
Leikkausta stimuloiva tekijä leikkaa pre-mRNA:n tuottaen siihen 3’-pään. Tähän asti 
pre-mRNA on ollut kiinnittyneenä RNA-polymeraasiin 3’-päästään. 3’-pään muodosta-
misen jälkeen poly-A-polymeraasi liittää 3’-päähän noin 200 adeniini-nukleotidia, jol-
loin muodostuu poly-A-pää. Lopuksi poly-A:han sitoutuvat proteiinit kiinnittyvät poly-
A-päähän ja määrittävät kiinnittymisellään sen pituuden. (Alberts ym. 2008.)  
Silmukoinnissa pre-mRNA:sta poistetaan intronialueet. Silmukointi tapahtuu niin kut-
sutussa transesterifikaatioreaktiossa, jota ohjaavat pienten nukleaaristen RNA:jen ja 
proteiinien muodostamat pienet nukleaariset ribonukleoproteiinit. Vaihtoehtoiset sil-
mukointireaktiot mahdollistavat useiden eri proteiinin tuottamisen samasta geenistä. 
Tämän jälkeen mRNA on valmis siirrettäväksi solulimaan (Alberts ym. 2008). RBP:t 
varmistavat, että solulimaan siirretään ainoastaan oikein prosessoidut mRNA:t. Lisäksi 
RBP:t ohjaavat valmiin mRNA:n sijoittumista, translaatiota ja hajotusta solulimassa 
(McKee ja Silver 2007, Glisovic ym. 2008).  
 
2.2.2 Proteiineja koodaamattomat RNA:t 
 
Ei-koodaavat RNA:t (ncRNA, engl. non-coding RNA) ovat proteiineja koodaamattomia 
RNA:ja. Niihin kuuluvat esimerkiksi ribosomaalinen-RNA (rRNA, engl. ribosomal RNA), 
siirtäjä-RNA (tRNA, engl. transfer RNA), pienet nukleaariset RNA:t (snRNA, engl. small 
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nuclear RNA) ja pienet nukleolaariset RNA:t (snoRNA, engl. small nucleolar RNA). 
snRNA:t osallistuvat silmukointiin ja snoRNA:t rRNA:n muokkaukseen (Mattick ja 
Makunin 2006). Edellä mainittujen ncRNA-luokkien lisäksi niin kutsutut pienet ei-
koodaavat RNA:t (sncRNA, engl. small non-coding RNA) ja pitkät ei-koodaavat RNA:t 
(lncRNA, engl. long non-coding RNA) muodostavat omat ncRNA-ryhmänsä. sncRNA:t 
luokitellaan edelleen useisiin alaryhmiin (Zhang ja Jeang 2013). Yksi esimerkki parhai-
ten tunnetuista ncRNA:ista on nisäkkään X-kromosomin vaimentamiseen osallistuva X-
inaktivointi-spesifinen -transkripti eli XIST (Rinn ja Chang 2012, Pelechano ja Steinmetz 
2013). 
 
2.2.2.1 rRNA 
 
Soluliman ribosomit muodostuvat rRNA:sta ja proteiineista. Ribosomit ovat yksiköitä, 
joissa tapahtuu mRNA:jen kodonien eli emäskolmikkojen pariutuminen tRNA:jen anti-
kodonien kanssa niin kutsutussa translaatiossa. rRNA on yleisin solussa esiintyvistä 
RNA-tyypeistä. (Campbell ym. 2008.) 
Eukaryooteilla esiintyy neljää eri rRNA tyyppiä: 5S, 5,8S, 18S ja 28S rRNA:t. Ne kaikki 
esiintyvät yhdessä ribosomissa. 5S rRNA:a syntetisoi RNA-polymeraasi III tietystä gee-
niklusterista, eikä se vaadi synteesin jälkeistä kemiallista muokkausta. Muut kolme 
rRNA-tyyppiä syntetisoidaan yhdestä prekursori-rRNA:sta pilkkomalla ja muokkaamalla 
niitä kemiallisesti. (Alberts ym. 2008.) 
 
2.2.2.2 tRNA 
 
tRNA-molekyyli koostuu yhdestä noin kahdeksankymmentä nukleotidiä pitkästä yksi-
juosteisesta RNA:sta. tRNA:n muodostama yksijuosteinen RNA on pariutunut itsensä 
kanssa vetysidoksin muodostaen kolmiuloitteisen L-muotoisen rakenteen. L-rakenteen 
toisessa niin sanotussa luuppi-päässä on kolmen emäksen muodostama antikodoni ja 
rakenteen toisessa päässä on vapaa 3’-häntä, johon sitoutuu antikodonia vastaava 
aminohappo. (Campbell ym. 2008.)  
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tRNA kuljettaa solulimassa olevia vapaita aminohappoja ribosomeille ja osallistuu näin 
translaatioon. Ribosomin pinnalla tRNA:n antikodoni pariutuu vetysidoksella mRNA:n 
kodoniin emäspariutumisen mukaisesti. Samalla liitetään tRNA:n toisessa päässä oleva 
aminohappo kasvavaan polypeptidiketjuun. (Campbell ym. 2008.) 
 
2.2.2.3 sncRNA:t 
 
sncRNA:t voidaan luokitella biogeneesimekanisminsa mukaisesti. Ne jakautuvat kah-
teen pääluokkaan: kaksijuosteisista RNA -transkripteista prosessoituihin ja ei-kaksijuos-
teisista RNA -transkripteista prosessoituihin. Tärkein pääluokkien välinen ero on niiden 
pituus, joka johtuu eroavasta biogeneesimekanismista. Muita erottavia tekijöitä ovat 
muun muassa 5’-pään uridiini ja 2’-O-metylaatio 3’-päässä. sncRNA:t muokataan aina 
aktiivisiksi molekyyleiksi pidemmistä RNA-molekyyleistä pääluokasta riippumatta. Kak-
sijuosteisista RNA-transkripteista lähtöisin olevia sncRNA:ita ovat esimerkiksi pienet 
vaimentavat RNA:t (siRNA, engl. small interfering RNA) ja mikro-RNA:t (miRNA, engl. 
microRNA). Ei-kaksijuosteisista RNA-transkripteista lähtöisin olevia sncRNA:ita ovat 
esimerkiksi PIWI-vuorovaikuttavat sncRNA:t (piRNA, engl. PIWI-interacting small non-
coding RNA). Nisäkkäillä esiintyviin sncRNA:ihin kuuluvat miRNA:t, siRNA:t ja piRNA:t. 
sncRNA:t toimivat yleensä kudosspesifisesti. (Farazi ym. 2008.) 
 
2.2.2.3.1 miRNA 
 
miRNA:t osallistuvat mRNA:jen säätelyyn ohjaamalla mRNA:ja joko hajoamaan tai es-
tämällä niiden translaatiota. miRNA:ja koodaavat geenialueet eroavat muista tunne-
tuista koodaavista geenialueista ja ne ovat usein konservoituneita samankaltaisten 
organismien kesken (Bartel 2004). miRNA:t säätelevät esimerkiksi solujen erilaistu-
mista, apoptoosia ja aineenvaihduntaa. Niiden normaalin säätelytoiminnan häiriinty-
minen on yhdistetty erilaisten tautien kuten syövän syntymisen osatekijäksi (Guled ja 
Knuutila 2013). miRNA:jen aikaansaama translaation vaimentuminen on niin sanottua 
heterovaimentumista eli miRNA:ja koodaavat geenit ovat erikoistuneet eri geenien 
vaimentamiseen kuin koodaamansa miRNA:t (Bartel 2004).  
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miRNA:jen tuottaminen alkaa pri-miRNA:n transkriptiolla miRNA-geenistä. Transkrip-
toidut pri-miRNA:t muodostavat kaksijuosteisen hiuspinnirakenteen emäspariutues-
saan itsensä kanssa. Pri-miRNA:ista prosessoidaan tumassa pre-miRNA:ja, Drosha 
RNaasi III -endonukleaasin leikatessa pri-miRNA:n sen kaksijuosteisesta osasta, jättäen 
toiseen juosteeseen 5’-fosfaattipään ja toiseen noin kahden nukleotidin 3’-pään ulok-
keen. Pre-miRNA kuljetetaan aktiivisesti tumasta solulimaan. Solulimassa RNaasi III -
endonukleaasi leikkaa pre-miRNA:n silmukan, jolloin muodostuu miRNA-miRNA -dup-
leksi. Helikaasi-entsyymi muuttaa miRNA-miRNA -dupleksin kahdeksi yksijuosteiseksi 
miRNA-molekyyliksi (Bartel 2004). Toinen yksijuosteisista miRNA-molekyyleistä sitou-
tuu argonaute-proteiiniin, jolloin muodostuu niin sanottu miRNA-indusoitu -hiljentä-
miskompleksi (miRISC, engl. miRNA-induced silencing complex). miRISC on miRNA:n 
toiminnallinen muoto. Argonaute-proteiiniin sitoutumaton miRNA ohjataan hajotetta-
vaksi (Pasquinelli 2012). Toiminnalliset miRNA:t sitoutuvat mRNA:jen ei-transloituville 
alueille, mistä ne säätelevät niiden toimintaa (Bartel 2009). miRNA:t muodostavat suu-
rimman osan nisäkkäillä esiintyvistä sncRNA:ista (Farazi ym. 2008).  
miRNA:illa on myös omia inhibiittoreita. On esitetty, että sirkulaarinen-RNA (circRNA, 
engl. circular RNA) saattaisi toimia miRNA:jen inhibiittorina. Niiden on todettu esiinty-
vän kudos ja kehitysspesifisesti ja omaavan post-transkriptionaalisen säätelijän ominai-
suuksia (Memczak ym. 2013). circRNA:t ovat eksoniperäisiä ja sijaitsevat ensisijaisesti 
solulimassa. Ne luokitellaan miRNA:jen tavoin ncRNA:ihin (Jeck ym. 2013). 
 
2.2.2.3.2 siRNA 
 
siRNA:t ovat kaksijuosteisista RNA-transkripteista prosessoituja RNA-molekyylejä. Nii-
den biosynteesi alkaa joko kaksijuosteisesta RNA:sta tai kaksijuosteisesta hiuspinnira-
kenteisesta-RNA:sta. Kaksijuosteinen RNA pilkotaan useiksi lyhyiksi kaksijuosteisiksi 
siRNA:iksi. Helikaasi-entsyymi muuttaa kaksijuosteiset siRNA:t yksijuosteisiksi. miRNA:n 
tavoin toinen yksijuosteisista siRNA:ista ohjataan hajotettavaksi ja toinen muodostaa 
siRNA-indusoidun -hiljentämiskompleksin argonaute-proteiinin kanssa, joka on siRNA:n 
toiminnallinen muoto. (Bartel 2004.) 
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siRNA:t voidaan luokitella alkuperänsä mukaan endo- ja eksogeenisiin-siRNA:ihin. En-
dogeeniset siRNA:t (endo-siRNA, engl. endogenous siRNA) transkriptoidaan tumassa. 
(Farazi ym. 2008). On esitetty, että endo-siRNA:t osallistuisivat geenien säätelyyn ja 
transposonien toiminnan estämiseen (Lim ym. 2011). Eksogeeniset siRNA:t ovat 
virusperäisiä tai kemiallisesti syntetisoituja kaksijuosteisesta RNA:sta (Farazi ym. 2008).  
 
2.2.2.3.3 piRNA 
 
piRNA:t estävät transposonien liittymistä ituradan geeneihin vaimentamalla niiden 
transkriptiota ja transkription jälkeistä muokkausta (Cenik ja Zamore 2011, Ishizu ym. 
2012). piRNA:t ovat yksijuosteisia RNA-molekyylejä (Luteijn ja Ketting 2013), joita on 
löydetty eukaryooteista eläimiltä, mutta ei kasveilta tai sieniltä (Cenik ja Zamore 2011). 
Niiden aikaansaama geenivaimentuminen perustuu transposonien transkripteihin 
kohdistuvaan juosteiden vastaiseen sitoutumiseen. piRNA:ja koodaavat geenien väliset 
toistojaksot eli niin sanotut piRNA-klusterit. Biogeneesissä piRNA-klusterien koodaa-
mat yksijuosteiset RNA-transkriptit muokataan piRNA:jen kaltaisiksi molekyyleiksi ja 
liitetään tämän jälkeen PIWI-proteiineihin, jotka ovat piRNA:jen kofaktoreita (Ishizu 
ym. 2012). piRNA:jen biogeneesi eroaa muiden sncRNA:jen biogeneesistä siinä, ettei 
siinä käytetä dicer-endonukleaasia. Lisäksi piRNA:jen prekursoreina on yksijuosteinen 
RNA-molekyyli kaksijuosteisen sijasta (Cenik ja Zamore 2011, Luteijn ja Ketting 2013). 
piRNA:jen biogeneesi jaetaan primaariseen ja sekundaariseen biogeneesiin. Primaari-
nen biogeneesi toimii biogeneesin aloittajana ja sekundaarinen biogeneesi varmistaa, 
että valmiit piRNA:t vastaavat ekspressoituvien primaaristen piRNA:jen kohdemole-
kyylejä (Luteijn ja Ketting 2013).  
 
2.2.2.3.4 Argonaute-proteiinit 
 
Argonaute-proteiinit jaetaan AGO- ja PIWI-proteiineihin. Ne muodostavat komplekseja 
sncRNA-molekyylien kanssa ja osallistuvat näin geenien hiljentämiseen sncRNA:jen 
ohjaamina. AGO-proteiinit muodostavat komplekseja siRNA:jen ja miRNA:jen kanssa ja 
PIWI-proteiinit muodostavat komplekseja piRNA:jen kanssa. Argonaute-proteiinien ja 
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sncRNA:jen muodostama aktiivinen RISC-kompleksi voi sisältää myös muita lisäprote-
iineja, jotka laajentavat argonaute-proteiinien toimintoja tai ohjaavat RISC-kompleksin 
tiettyyn paikkaan solussa. AGO-proteiinit ovat osallisina normaalissa alkion kehityk-
sessä ja solujen erilaistumisessa. Lisäksi useimmilla kasveilla ja eläimillä ne suojaavat 
soluja virusinfektioita vastaan. (Cenik ja Zamore 2011.) 
 
2.2.2.4 lncRNA:t 
 
lncRNA:t määritellään yleisesti RNA-geeneiksi, jotka ovat kooltaan suurempia kuin 200 
emäsparia, eivätkä ne koodaa proteiinia (Bu ym. 2012, Rinn ja Chang 2012). On tosin 
esitetty, että jotkin lncRNA:t saattaisivat koodata pieniä peptidejä, jolloin niitä kuvaa-
vampi määritelmä olisi seuraava: pitkiä RNA-molekyylejä, jotka toimivat proteiineista 
eroavissa molekulaarisissa toiminnoissa (Fitzgerald ja Caffrey 2014). Yksi lncRNA:jen 
tunnusomainen piirre on poly(A)-pää (Bu ym. 2012).  
lncRNA:jen on todettu osallistuvan esimerkiksi alkion kantasolujen pluripotenttiuden ja 
solusyklin säätelyyn (Rinn ja Chang 2012). Lisäksi niillä on todettu olevan yhteys syö-
pään muuttuneiden ekspressiotasojen kautta (Rinn ja Chang 2012, Zhang ym. 2013) ja 
monen lncRNA:n on todettu osallistuvan X-kromosomin hiljentämiseen (Wilusz ym. 
2009, Rinn ja Chang 2012). Vaihtelevista säätelykohteista huolimatta lncRNA:ille voi-
daan pitää yhteisenä sitä, että ne muodostavat ribonukleiiniproteiinikomplekseja, jotka 
vaikuttavat geeniekspression säätelyyn (Rinn ja Chang 2012).  
lncRNA:t voidaan luokitella seuraavasti: antisense lncRNA:t, introniset-lncRNA:t, kak-
sisuuntaiset lncRNA:t ja geenien väliset -lncRNA:t (lincRNA, engl. long intergenic non-
coding RNA) perustuen niiden transkription paikkaan ja suuntaan. Antisense lncRNA:t 
transkriptoidaan vastakkaiseen suuntaan proteiinia koodaavaan geeniin verrattuna, 
alkaen proteiinia koodaavan geenin alueelta tai geenin 3’-päästä. Lisäksi niiden 
transkriptioalue menee vähintään yhden koodaavan eksonin kanssa päällekkäin. 
Intronisten lncRNA:jen transkriptio alkaa proteiinia koodaavan geenin intronialueen 
sisältä jompaankumpaan suuntaan. Niillä ei ole päällekkäisyyttä eksonien kanssa. Kak-
sisuuntaisten lncRNA:jen transkriptio tapahtuu samassa juosteessa, mutta vastakkai-
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seen suuntaan verrattuna proteiinia koodaavan geenin transkriptioon alkaen muuta-
man sadan emäsparin päästä proteiinia koodaavan geenin promoottorialueesta. 
lincRNA:jen transkriptio tapahtuu erillään koodaavien geenien transkriptioalueista. 
(Rinn ja Chang 2012.) 
Muokkaamalla lncRNA:ja solu pystyy tuottamaan sncRNA:ja. Solun tehdessä sncRNA:ja 
lncRNA:ista se ensin pilkkoo lncRNA:t pienemmiksi. Tämän jälkeen fragmenttien 5’-
päihin liitetään guaniini. Tällä tavalla tuotettuja sncRNA:ja kutsutaan promoottori as-
sosioituneiksi sncRNA:iksi. (Wilusz ym. 2009.) 
 
2.3 RNA-kirjaston valmistus sekvensointia varten 
 
Mahdollisia valmistettavia RNA-kirjastotyyppejä ovat esimerkiksi miRNA-, sncRNA- ja 
RNA-kirjastot. miRNA- ja sncRNA-kirjastojen valmistus eroaa RNA-kirjastoista siinä, että 
miRNA- ja sncRNA-kirjastojen valmistamisessa ei muun muassa poisteta rRNA:a. Lisäksi 
niissä tehdään cDNA-fragmenttien kokoon perustuva valikointi, joka rikastaa valmiista 
kirjastosta pienikokoisia tiettyjen raja-arvojen väliin jääviä cDNA-fragmentteja sekven-
sointiin. Myös RNA-sekvensoinnissa voidaan tehdä kirjastoille fragmenttien kokoon 
perustuva valikointi, mutta tällöin valitaan kooltaan suurempia fragmentteja kuin 
miRNA- tai sncRNA-kirjastoista.  
RNA-kirjastotyypistä riippumatta tehdään DNAasi -käsitellyille kokonais-RNA -näytteille 
laatumääritys ja pitoisuusmittaus ennen varsinaista kirjaston valmistamista. RNA:jen 
laatumääritys voidaan esimerkiksi tehdä Agilentin tai Caliperin menetelmillä, jotka pe-
rustuvat molemmat kapillaarielektroforeesiin. Agilentin menetelmässä määritetään 
kokonais-RNA:n hajoamisaste RIN-arvojen perusteella. RIN eli RNA:n eheysarvo (engl. 
RNA integrity number) kuvaa kokonais-RNA -näytteen eheyttä asteikolla 1–10. RIN-
arvo 1 kuvaa hajonnutta RNA-näytettä ja 10 hajoamatonta (Schroeder ym. 2006). Kir-
jaston valmistamista ajatellen RNA-näytteen RIN-arvon pitäisi olla >7 (Zhang ym. 
2013), jos näytteitä ei ole eristetty FFPE-kudoksesta (FFPE, engl. formalin-fixed and 
paraffin-embedded, formaliiniin fiksoitu ja parafiiniin valettu). Matalien RIN-arvojen 
näytteet eivät tuota tasaista lukupeittoa geenin 5’- ja 3’- päiden väliselle alueelle 
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(Zhang ym. 2013). FFPE-kudoksesta eristettyjen näytteiden RIN-arvot ovat matalia joh-
tuen RNA:n jatkuvasta hajoamisesta (Ribeiro-Silva ym. 2007). Matalista RIN-arvoista 
huolimatta FFPE-näytteistä on mahdollista saada laadultaan hyviä kirjastoja (Ribeiro-
Silva ym. 2007, Zhang ym. 2013). Caliperin-menetelmä määrittelee kokonais-RNA:n 
hajoamisasteen RQS-arvojen perusteella. RQS eli RNA:n laatuarvo (engl. RNA quality 
score) antaa näytteelle laatuarvon RIN-arvojen tavoin asteikolla 1–10, missä arvo 10 
kuvaa hajoamatonta RNA:a. On todettu, että nämä kaksi menetelmää korreloivat toisi-
aan, joten molemmat menetelmät ovat luotettavia RNA-näytteiden hajoamisasteen 
määrittämisessä (Caliper Life Sciences 2009). RNA:jen hajoamista aiheuttavat erityi-
sesti RNAasi-entsyymit (Schroeder ym. 2006).  
Pitoisuusmittauksessa määritetään kokonais-RNA -näytteen RNA:n ja kaksijuosteisen 
DNA:n (dsDNA, engl. double-stranded DNA) pitoisuudet. dsDNA:n pitoisuusmääritys 
tehdään mahdollisen dsDNA-kontaminaation selvittämiseksi. Kontaminaatio saadaan 
selville laskemalla DNA- ja RNA-pitoisuuksien suhde. Pitoisuudet voidaan määrittää 
esimerkiksi fluoresenssidetektioon perustuvalla Qubit-menetelmällä (Invitrogen 2010b 
ja 2011) tai UV-spektrofotometriaan perustuvalla NanoDrop-menetelmällä (Robertson 
2003). Edellä kuvatut laatukontrolloinnit ja pitoisuusmääritykset tehdään kaikille RNA-
näytteille valmistettavasta kirjastotyypistä riippumatta. Seuraavaksi kuvatut vaiheet 
ovat ominaisia RNA-kirjastoille.  
Useimmissa RNA-kirjaston valmistusmenetelmissä rRNA poistetaan ennen varsinaisen 
kirjaston valmistamisen aloittamista. rRNA poistetaan, koska suurin osa solujen 
RNA:ista on rRNA:ja, joita ei tyypillisesti haluta sekvensoida. rRNA:n poistamismene-
telmät perustuvat hybridisaatioon. Kaikki rRNA:n sekvenssit on mahdollista poistaa 
myös bioinformaattisesti sekvensoinnin jälkeen, mutta poistamalla rRNA ennen kirjas-
ton valmistamista säästetään sekvensointikapasiteettia (Chu ja Corey 2012). Bioinfor-
maattinen rRNA-sekvenssien poistaminen tehdään joka tapauksessa, vaikka näytteille 
olisi tehty erillinen rRNA:n poistaminen, koska osa rRNA:sta jää aina näytteeseen.  
Toinen vaihtoehto mRNA:n rikastamiseksi, ennen kirjaston valmistamista, on käyttää 
poly-A -selektiota. Siinä hyödynnetään poly-dT-koettimia, jotka selektiivisesti sitoutu-
vat mRNA:jen poly-A-päihin. Menetelmän huono puoli on se, että siinä menetetään 
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sellaisia ei-poly-adenyloituneita RNA:ja, joilla saattaisi olla merkitystä biologisten sys-
teemien toiminnassa. (Zhang ym. 2012, Zhang ym. 2013.) 
Varsinaisen RNA-kirjaston valmistamisessa tehdään menetelmäriippuvaisesti seuraavia 
vaiheita: fragmentointi eli pilkkominen joko RNA- tai cDNA tasolla, cDNA:n synteesi, 
cDNA:n päiden muokkaus, amplifikaatio sekä eri vaiheiden välillä tapahtuvia puhdis-
tuksia. Fragmentointi voidaan tehdä joko sonikoimalla, entsymaattisesti transpositiolla 
(Lee ym. 2013) tai kemiallisesti (Chu ja Corey 2012). Lisäksi kirjaston valmistusvaihei-
den välillä voidaan suorittaa erilaisia välilaatumäärityksiä.  
Kirjastot voidaan valmistaa joko ilman vastin- ja koodavien -juosteiden välistä erottelua 
tai vaihtoehtoisesti säilyttäen juostespesifisyys. Juosteisuuden säilyttävä kirjasto voi-
daan valmistaa kolmella tavalla. Ensimmäinen on adapterien lisääminen tietyssä 
asennnossa joko RNA-juosteen päähän tai cDNA:n ensimmäisen juosteen päähän. Toi-
nen vaihtoehto on ensimmäisen cDNA-juosteen synteesi ja sekvensointi joko kiinteällä 
pinnalla tai liuoksessa ja kolmas on toisen cDNA-juosteen tai RNA:n selektiivinen kemi-
allinen merkitseminen. (Ozsolak ja Milos 2011.) 
Valmiit kirjastot sekvensoidaan. Sekvensoinnilla saadut sekvenssit rinnastetaan lähde-
genomiin tai -transkriptiin. Jos lähdesekvenssiä ei ole saatavissa, sekvenssit kootaan de 
novo -menetelmällä. De novo -menetelmässä lyhyistä sekvenssifragmenteista muodos-
tetaan ryhmiä perustuen fragmenttien päällekkäisiin emäsjärjestyksiin, jolloin saadaan 
rakennettua genomiseen sekvenssiin rinnastettava pidempi sekvenssi. Lopputuloksena 
saadaan genominlaajuinen transkriptiokartta, joka kertoo geenien transkriptionaalisen 
rakenteen tai jokaisen geenin ekspressiotason (Wang ym. 2009). Transkriptomin 
sekvensointi antaa tietoa tiettynä hetkenä tietystä genomista transkriptoidusta 
RNA:sta. Solun RNA-koostumuksesta taas voidaan suoraan päätellä sen geenisäätelystä 
ja proteiinikoostumuksesta (Gupta ja Gupta 2013).  
 
2.4 Sekvensointi nyt ja tulevaisuudessa 
 
Sekvensoinnissa määritetään joko DNA:n tai cDNA:n nukleotidien emäsjärjestys. San-
gerin sekvensointimenetelmä on ollut usean vuosikymmenen ajan vallitsevana sekven-
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sointimenetelmänä. Se perustuu niin sanottuun ketjun päättämiseen eli DNA-juosteen 
kasvaminen päättyy, kun siihen liittyy sattumanvaraisesti yksi neljästä spesifisen fluo-
resenssileiman tai väriaineen omaavasta dideoksinukleotidista (Sanger ym. 1977). Näin 
saadaan tuotettua eripituisia fragmentteja sekvensoitavasta juosteesta. Fragmenttien 
emäsjärjestys saadaan selville joko detektoimalla fragmenttien fluoresenssileimat tai 
ajamalla väriainemerkityt fragmentit geelille (Gupta ja Gupta 2013).  
Sangerin sekvensointimenetelmä on määritelty ensimmäisen sukupolven sekvensoin-
timenetelmäksi. Toisen sukupolven sekvensoinnissa koko genomi tai transkriptomi 
fragmentoidaan ja fragmentit sekvensoidaan samanaikaisesti rinnakkaisissa sekven-
sointireaktioissa, jolloin säästetään sekvensoinnin kustannuksissa ja siihen käytetyssä 
ajassa. Kolmannen ja neljännen sukupolven sekvensointimenetelmissä on tavoitteena 
entistä nopeampi ja kustannustehokkaampi sekvensointi. Kolmannen sukupolven sek-
vensointimenetelmien suurin ero aikaisempiin on se, että niissä ei suoriteta amplifikaa-
tiota (Gupta ja Gupta 2013). Tällä hetkellä toisen sukupolven sekvensointimenetelmät 
ovat uusista menetelmistä markkinoilla vallitsevassa asemassa ja seuraavien sukupol-
vien sekvensointimenetelmät ovat vasta tulossa markkinoille ja vielä osittain kehitysas-
teella.  
 
2.4.1 NGS ja transkriptomiikka 
 
Uuden sukupolven sekvensointi (NGS, engl. next generation sequencing) on esimerkki 
toisen sukupolven sekvensointimenetelmästä. NGS-sekvensoinnin kehittäminen on 
mahdollistanut traskriptomitutkimuksen kehittymisen nykyiselle tasolleen. Se on kas-
vattanut transkriptomeista saatavan tiedon määrää ja mahdollistanut sen, että RNA-
molekyyleistä saadaan tietoa yhden nukleotidin tarkkuudella ilman aiempaa sekvenssi-
tietoa mukaan lukien matalan ekspressiotason transkriptit. Yhden nukleotidin resoluu-
tio mahdollistaa esimerkiksi kasvainkudosten somaattisten mutaatioiden identifioinnin 
varianssianalyysillä, transkriptien ja silmukoinnin rajakohtien määrittämisen ja post-
transkriptionaalisten RNA-muokkausten määrittämisen. RNA-sekvensoinnin pohjautu-
minen ensisijaisesti ihmisen genomin sekvenssiin ilman annotaatiota mahdollistaa uu-
sien transkriptien ja fuusiotranskriptien löytämisen. (Zhang ym. 2013.) 
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NGS-sekvensoinnilla saadaan tuotettua nopeasti ja kustannustehokkaasti suuri määrä 
sekvenssilukuja ja se mahdollistaa myös juostespesifisen sekvensoinnin (Ozsolak ja 
Milos 2011). Kustannustehokkuutta NGS-sekvensointiin tuo lyhyiden sekvenssilukujen 
tuottaminen (Surget-Groba ja Montoya-Burgos 2010). Juosteisuuden säilyttäminen on 
tärkeää esimerkiksi sairauksien tutkimisessa, koska transkriptin vastinjuosteella on to-
dettu olevan toiminnallisia tehtäviä sekä normaalissa fysiologisessa tilassa että tautiti-
lassa. NGS on myös helpottanut silmukointiin vaikuttavien mutaatioiden selvittämistä 
muun muassa cDNA-fragmentin molemmista päistä tapahtuvalla sekvensoinnilla 
(Ozsolak ja Milos 2011).  
 
2.4.2 Esimerkkejä RNA-sekvensoinnin sekvensointialustoista 
 
RNA:n sekvensointiin sopivia sekvensointialustoja tarjoavat esimerkiksi Illumina, 
PacBio ja Oxford Nanopore. Illuminan sekvensointialusta kuuluu toisen sukupolven 
sekvensointimenetelmiin. PacBio:n alusta on kolmannen sukupolven sekvensointime-
netelmä ja Oxford Nanopore:n alusta kuuluu neljännen sukupolven sekvensointimene-
telmiin. (Gupta ja Gupta 2013.) 
Illuminan kehittämä sekvensointialusta perustuu sekvensointiin synteesin yhteydessä. 
Ennen sekvensointia sekvensoitavia fragmentteja monistetaan läpivirtauskammion 
pinnalla niin kutsutussa klustereiden muodostuksessa. Läpivirtauskammiot ovat alus-
toja, joilla sekvensointi tapahtuu. Klustereiden muodostuksessa sekvensoitavat frag-
mentit kiinnittyvät läpivirtauskammioon sen pinnalla olevien oligonukleotidien pariu-
tuessa komplementaarisesti sekvensoitavien fragmenttien kanssa. Molemmista päis-
tään kiinnittyneet fragmentit muodostavat ”siltoja”, joita amplifioidaan useassa peräk-
käisessä reaktiossa. Amplifikaatiosyklien jälkeen läpivirtauskammion pinnalle on muo-
dostunut klustereita, jotka sisältävät saman sekvenssin omaavia fragmentteja eli klus-
teroinilla on kasvatettu sekvensoitavien fragmenttien määrää. Muodostuneet klusterit 
denaturoidaan ja fragmentit sekvensoidaan sekvensointialukkeiden, polymeraasin ja 
fluoresenssileimattujen emästen, joiden 3’-OH-pää on kemiallisesti inaktivoitu, muo-
dostamassa reaktiossa. Fragmentit voidaan sekvensoida joko paired end (PE) -mene-
telmällä eli fragmentin molemmista päistä tai vain fragmentin toisesta päästä etene-
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vällä sekvensoinnilla (SR, engl. single read) (Tucker ym. 2009). Sekvensointireaktioissa 
jokaisen neljän spesifisen fluoresenssileimatun emäksen annetaan pariutua sekvensoi-
tavan juosteen kanssa. Pariutunut emäs detektoidaan ja fluoresenssileima poistetaan, 
minkä jälkeen uusi emäs voi liittyä detektoitavaksi. Jokaisella neljällä emäksellä on yhtä 
suuri todennäköisyys liittyä sekvensoitavaan juosteeseen (Gupta ja Gupta 2013). 
Illuminan sekvensointialusta on esimerkki lyhyitä sekvenssilukuja tuottavasta NGS-me-
netelmästä (Surget-Groba ja Montoya-Burgos 2010).  
PacBio RS on Pacific Biosiences -yrityksen kehittämä sekvensointialusta, joka perustuu 
yhden molekyylin reaaliaikaiseen sekvensointiin (SMRT, engl. single molecule real time 
sequencing) DNA-synteesin yhteydessä. Alusta perustuu lasipinnalla oleviin nano-
huokosiin, joissa on nolla-tilan aalto-ohjaimia (ZMW, engl. Zero-Mode Waveguide). 
Jokaiseen ZMW:iin on kiinnittyneenä yksi DNA-polymeraasi. Polymeraasin liittäessä 
nukleotidin sekvensoitavaan juosteeseen syntyy sivutuotteena detektoitava nukleoti-
dispesifinen valopulssi. (Gupta ja Gupta 2013.) 
Oxford Nanopore on Oxford Nanopore Technologies yrityksen kehitysvaiheessa oleva 
sekvensointialusta, joka mahdollistaa juostespesifisen sekvensoinnin ilman amplifikaa-
tiota. Alustan sekvensointi perustuu sähköisesti resistantin kalvon läpäisevään proteii-
niin (nanohuokonen), jonka läpi menee tietty virran voimakkuus perustilassa. Virran 
voimakkuus muuttuu spesifisesti läpimenevien partikkeleiden mukaan ja sekvensointi 
perustuu siihen, että jokainen emäs muuttaa virran voimakkuutta tiettyyn arvoon. 
(Branton ym. 2008.) 
 
2.5 RNA-tietokannoista 
 
Sekvensoinnin tuloksena saatuja sekvenssejä voidaan vertailla aikaisemmin julkaistui-
hin sekvensseihin. Näin saadaan muodostettua niin sanottuja konsensus-sekvenssejä. 
Eri organismien sekvenssejä on koottu tietokantoihin, joista osa on keskittynyt eri RNA-
tyyppien sekvenssitietojen tarjoamiseen.  
Esimerkkeinä RNA-sekvenssitietoa tarjoavista tietokannoista ovat Ensembl, NONCODE, 
miRBase ja piRNABank. Ensembl on keskittynyt tarjoamaan sekvenssitietoa erityisesti 
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ihmisestä, hiirestä, seeprakalasta ja rotasta, mutta se sisältää myös muita selkäjäntei-
siä. Osasta lajeista on tarjolla kudosspesifistä RNA-sekvenssitietoa. (Flicek ym. 2014, 
Ensembl 2014.) 
NONCODE on ei-koodaaviin RNA:ihin keskittynyt tietokanta. Se sisältää kaikki muut ei-
koodaavat RNA-tyypit lukuun ottamatta tRNA:ja ja rRNA:ja. NONCODE sisältää esimer-
kiksi ei-koodaavien RNA:jen sekvenssejä, tietoa niiden toiminnasta, sijainnista solussa 
ja kromosomaalista informaatiota. (He ym. 2008, NONCODE 2013.) 
miRBase on miRNA-tietokanta. Se sisältää julkaistujen miRNA-sekvenssien ennustet-
tuja hiuspinnialueita ja niiden sekvenssejä sekä tietoa kypsän miRNA:n kohteista ja 
sekvensseistä (Kozomara ja Griffiths-Jones 2013, miRBase 2013) piRNABank on tieto-
kanta, jossa on koottuna muun muassa ihmisen, rotan ja seeprakalan piRNA-kluste-
reita (Lakshmi ja Agrawal 2008, piRNABank 15.4.14).  
 
2.6 RNA-sekvensoinnin bioinformatiikasta 
 
Valmiista sekvensointituloksista saadaan bioinformatiikan työkalujen avulla selville 
useita eri transkriptomiin liittyviä asioita. Esimerkkejä näistä ovat traskriptomin eri 
RNA-luokkien selvittäminen, transkriptien rakenteen selvittäminen, eri silmukointivaih-
toehtojen ymmärtäminen ja geenien ekspressiotasojen määrittäminen. Transkripto-
mista saatujen tietojen avulla taas pystytään ymmärtämään esimerkiksi genomin toi-
minnallisia elementtejä, solujen ja kudosten rakenneosia sekä ymmärtämään kehitystä 
ja sairauksia. (Wang ym. 2009.) 
RNA-sekvensoinnista saadun aineiston analysointi on haasteellisempaa verrattuna 
DNA-sekvensoinnista saatuun aineistoon. Pre-mRNA:n vaihtoehtoisesta silmukoinnista 
johtuen eksonien liitoskohdat ovat erilaisia, mikä vaikeuttaa rinnastusta. (Zhang ym. 
2013.) 
Yleinen RNA-sekvensoinnin tutkimuskohde on geenien ekspressiotasojen selvittämi-
nen. Seuraavassa kappaleessa on esitetty yksi esimerkki siitä, mitä sekvensoinnin jäl-
keisiä vaiheita niiden selvittämiseen sisältyy.  
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Sekvensoinnista saatu informaatio sisältää tyypillisesti kymmeniä miljoonia lyhyitä sek-
venssejä ja kunkin nukleotidisekvenssin emästä vastaavan laatuarvon. Tästä informaa-
tiosta poistetaan rRNA, huonolaatuiset sekvenssit sekä adapterisekvenssit ja joissain 
tapauksissa PCR-duplikaatit. Tällä varmistetaan informaation jatkoanalyysien tarkkuus. 
Seuraavaksi sekvenssiluvut rinnastetaan genomiin silmukoinnin huomioivalla rinnas-
tusohjelmalla (Zhang ym. 2013). Esimerkkejä käytettävistä rinnastusohjelmista ovat 
GSNAP ja TopHat (Nookaew ym. 2012, Zhang ym. 2013). Tämän jälkeen tehdään 
laatuarviointi tarkastelemalla eri parametrejä kuten esimerkiksi geenien lukupeittoa. 
Laatuarvojen ollessa kunnossa alkaen kirjaston valmistamisesta ja päättyen sekvenssin 
rinnastamiseen voidaan määrittää geeniekspressio ja analysoida mahdolliset ekspres-
sioerot. Geeniekspressiotasojen määritystyökaluja ovat esimerkiksi HTseq ja Cufflinks 
(Zhang ym. 2013).  
 
2.7 RNA:jen yhteys sairauksiin – esimerkkinä RNA-sekvensointitiedon hyödyntämi-
sestä 
 
Yksi esimerkki RNA-sekvensoinnilla saadun transkriptomitiedon hyödyntämisestä on 
erilaisten sairauksien kuten syövän tutkiminen. lncRNA:illa ja miRNA:illa on muun 
muassa todettu olevan yhteys syövän kehittymiseen (Zhang ym. 2013). lncRNA:t 
saattavat toimia onko- tai tuumorisupressori RNA:ina syövän kehittymisen yhteydessä, 
jos niiden ekspression säätely on häiriintynyt (Shi ym. 2013). miRNA:t säätelevät syö-
pien lisääntymistä, apoptoosia, erilaistumista, kasvua, migraatiota ja metaboliaa 
(Zhang ym. 2013).  
Fuusiogeenit, jotka ovat syntyneet kromosomaalisessa uudelleenjärjestäytymisessä, 
ovat toinen esimerkki RNA-sekvensointitiedon hyödyntämisestä syöpätutkimuksessa. 
Ne ovat osallisena kasvaimien syntymisessä ja kehittymisessä. RNA-sekvensoinnilla on 
mahdollista etsiä fuusioita genominlaajuisesti yhden nukleotidin tarkkuudella. Lisäksi 
se mahdollistaa virus-ihmis -fuusiotranskriptien detektoinnin. Virukset ovat osaltaan 
edistämässä tietynlaisten syöpien kehittymistä. Muita esimerkkejä RNA-sekvensoinnin 
mahdollistamista tutkimuskohteista syöpään liittyen ovat alleelien epätasapainoinen 
geeniekspressio, pseudogeenit ja vaihtoehtoinen silmukointi. (Zhang ym. 2013.) 
24 
 
 
Syövän lisäksi RNA-sekvensointitietoa voidaan hyödyntää muun muassa neurologisten 
sairauksien tutkimisessa. lncRNA:jen säätelyn on todettu muuttuneen normaalitilasta 
neurologisissa sairauksissa (Khalil ja Rinn 2011) ja eräs ncRNA on yhdistetty esimerkiksi 
Alzheimerin taudin kehittymiseen (Faghihi ym. 2008). Lisäksi tarkasteltaessa elimistön 
sairaustilaa yleisellä tasolla ncRNA:jen on mahdollisesti todettu toimivan suoraan sitä 
edistävänä tekijänä (Khalil ja Rinn 2011).  
 
2.8 Tulevaisuus 
 
NGS:lla tuotetun sekvenssitiedon avulla pyritään tulevaisuudessa ymmärtämään pa-
remmin eri transkriptien toimintoja ja kehittämään RNA:hin perustuvia biomarkkereita 
sekä mahdollisia henkilökohtaisia hoitomuotoja syövän hoitoon (Zhang ym. 2013). Syö-
pähoitoihin liittyen on käynnissä tutkimuksia muun muassa miRNA:jen soveltumisesta 
syövän rinnakkaishoitomuodoksi normaalin lääkehoidon rinnalle (Di Leva ym. 2012).  
Sekvensoinnin osalta yksi seuraavista kehityskohteista tulee luultavasti olemaan yksit-
täisten solujen sekvensointi. Homogeenisissakin solupopulaatioissa on havaittavissa 
solujen välisiä eroja geeniekspressiossa, proteiinitasoissa ja fenotyypeissä. Yksittäisten 
solujen sekvensoinnilla saadaan selville tälläisissä homogeenisissa solupopulaatioissa 
mahdollisesti yksittäisten solujen välillä esiintyvät eroavaisuudet, joilla voi olla suuria-
kin toiminnallisia merkityksiä. (Shalek ym. 2013.) 
 
3 TUTKIMUKSEN TAVOITE 
 
Tämä tutkimuksen tavoitteena oli testata neljä uutta keväällä 2013 markkinoilla olevaa 
RNA-näytteenvalmistusmenetelmää NGS-sekvensointia varten ja testauksen perus-
teella valita menetelmistä parhaiten FIMM:in sekvensointilaboratorion käyttöön sovel-
tuva menetelmä. Uuden menetelmän tuli olla palvelulaboratorioon ja pienille näyte-
määrille soveltuva juosteisuuden säilyttävä menetelmä.  
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4 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 
4.1 Näytteet 
 
Työn aineistona oli kolme valmiiksi FIMM:issä eristettyä kokonais-RNA -näytettä: 
Fimm_x1, Fimm_x2 ja BT474. Fimm_x1 ja Fimm_x2 olivat yhdestä terveen henkilön 
verinäytteestä eristetyt rinnakkaiset kokonais-RNA -näytteet ja BT474 oli rintasyövän 
solulinjanäytteestä eristetty kokonais-RNA -näyte. Kaikki näytteet oli eristetty RNeasy 
Mini Kit -menetelmällä (Qiagen, Hilden, Germany). 
 
4.1.1 Kokonais-RNA -näytteiden laatumääritys 
 
Ennen kirjastojen valmistamista kokonais-RNA -näytteille tehtiin laatumääritys RIN-
arvojen sekä RNA- ja dsDNA-pitoisuuksien perusteella. RIN-arvot saatiin kokonais-RNA 
-näytteistä valmiiksi Agilent 2100 Bioanalyzer -laitteella (ohjelmaversio B.02.07SI532) 
ajetuista RNA 6000 Nano Chip -ajoista (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 
Ajot oli ajettu Agilent 2100 Bioanalyzer -laitteen Nano Chip:in Total-RNA -ohjelmalla.  
Kokonais-RNA -näytteiden laatumäärityksen toinen vaihe oli RNA- ja dsDNA-pitoisuuk-
sien mittaaminen. RNA:jen pitoisuudet mitattiin Qubit RNA Assay kit:in (Invitrogen, Life 
Technologies, Van Allen Way, Carlsbad, CA, USA) -ohjeen (Liite 1) mukaisesti ja 
dsDNA:n pitoisuudet Qubit dsDNA BR Assay kit:in (Invitrogen, Life Technologies, Van 
Allen Way, Carlsbad, CA, USA) -ohjeen (Liite 1) mukaisesti. Qubit RNA on fluoresenssi-
detektioon perustuva menetelmä. Se on RNA-spesifinen, eikä määritä näytteestä 
DNA:ja, proteiineja tai vapaita nukleotideja (Invitrogen 2010b). dsDNA:n pitoisuuden 
määrityksessä käytetty Qubit dsDNA BR -menetelmä perustuu Qubit RNA -menetelmän 
tavoin fluoresenssidetektioon, mutta on selektiivinen dsDNA:lle (Invitrogen 2011). 
Määritettyjen RNA- ja dsDNA-pitoisuuksien perusteella laskettiin näytteiden mahdolli-
nen dsDNA:n aiheuttama kontaminaatio kaavan 1 mukaisesti.  
 
   
 
 
          (1) 
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jossa 
k = dsDNA:n prosenttiosuus (%) 
d = dsDNA:n pitoisuus (ng / µl) 
r = RNA:n pitoisuus (ng / µl). 
 
4.2 RNA-kirjastojen valmistus 
 
Työssä testatut menetelmät olivat: NEXTflex Directional RNA-Seq Kit (Bioo Scientific, 
Austin, TX, USA), NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit (New England BioLabs, 
Ipswich, MA, USA), ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation kit (Epicentre, Madison, 
WI, USA) ja TotalScript RNA-Seq Kit (Epicentre, Madison, WI, USA) (Liite 1). Testattavat 
menetelmät oli valittu keväällä 2013 kaupallisesti tarjolla olevista menetelmistä käyt-
täen seuraavia valintaperusteita: soveltuvuus pienille näytemäärille, juostespesifisyys, 
yleinen käyttöaste ja palvelulaboratorio-soveltuvuus. Palvelulaboratorio-soveltuvuu-
della tarkoitetaan tässä yhteydessä menetelmän kirjaston valmistamisnopeutta, tois-
tettavuutta ja mahdollisuutta suuriin näytesarjoihin. Lisäksi työssä valmistettiin RNA-
kirjasto FIMM:in sekvensointilaboratorion perusmenetelmällä, Nextera (Illumina, San 
Diego, CA, USA ja New England BioLabs, Ipswich, MA, USA), jota käytettiin uusien me-
netelmien vertailukohtana. Nextera-menetelmä on koottu yhdistämällä NEBNext 
mRNA Library Prep Master Mix set for Illumina (New England BioLabs, Ipswich, MA, 
USA) -ohjeen cDNA-synteesi ja Nextera DNA Sample preparation (Illumina, San Diego, 
CA, USA) -ohjeen cDNA:n fragmentointi ja amplifikaatio. Nextera-menetelmän kirjas-
ton valmistuksessa tehdään ensin molempien cDNA-juosteiden synteesi NEBNext 
mRNA Library Prep Master Mix set for Illumina -ohjeen mukaisesti. Tämän jälkeen teh-
dään fragmentointi ja amplifikaatio Nextera DNA Sample preparation -ohjeen mukai-
sesti (Liite 2). Kirjastojen valmistamisessa esiintyneet päävaiheet on esitetty testattu-
jen menetelmien mukaan kronologisessa järjestyksessä kuvassa 1.  
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rRNA-poistetun 
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rRNA-poistetun 
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laatukontrolli 
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Kuva 1. Testattujen RNA-näytteenvalmistusmenetelmien päävaiheet.  
 
Menetelmien testauksessa noudatettiin täsmällisesti valmistajien ohjeita lukuun otta-
matta NEXTflex-, TotalScript- ja ScriptSeq v2 -menetelmissä tehtyjä poikkeamia (Tau-
lukko 1).  
 
Taulukko 1. Poikkeamat valmistajien ohjeista. 
Menetelmä Poikkeama 
NEXTflex ei käytetty maksimimäärää rRNA-poistettua -näytettä 
TotalScript SuperScript II -käänteiskopioijaentsyyminä EpiScript -kään-
teiskopioijaentsyymin loppumisen vuoksi 
NEXTflex ja TotalScript puhdistusten eluutiot nukleaasivapaaseen veteen laboratori-
on käytännön mukaisesti 
ScriptSeq v2 määritettiin kirjaston valmistamiseen käytettävä rRNA-poiste-
tun -näytteen määrä soveltaen valmistajan ohjetta  
 
Jokaisella viidellä menetelmällä valmistettiin kirjastot käyttäen kahta kokonais-RNA -
näytettä: Fimm_x ja BT474. Kokonais-RNA -näytteisiin, joille oli tehty laatu- ja pitoi-
suusmääritykset, lisättiin ERCC ExFold RNA Spike-In Mix:it (Ambion, Life Technologies, 
Van Allen Way, Carlsbad, CA, USA) ERCC RNA Spike-In Control Mixes -ohjeen mukai-
sesti (Liite 1). Fimm_x-näytteisiin lisättiin ERCC1:stä ja BT474-näytteeseen lisättiin 
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ERCC2:sta (Taulukko 2). ERCC ExFold RNA Spike-In Control Mix:it, Spike-In Mix 1 ja 
Spike-In Mix 2, sisältävät molemmat 92 polyadenyloitua transkriptia ERCC-plasmidi -
kirjastosta. ERCC-plasmidi -kirjasto koostuu vektoreihin kloonatuista luonnollisen 
mRNA:n kaltaisista transkripteista. Molemmissa Spike-In Mix:eissä ERCC-plasmidi -kir-
jaston 92 transkriptia on jaettu neljään alaryhmään A, B, C ja D, joissa jokaisessa on 23 
transkriptia. Näiden neljän alaryhmän molaariset osuudet erottavat kaksi Mix:iä toisis-
taan (Ambion 2012). ERCC ExFold RNA Spike-In Mix:ejä käytettiin, jotta voitiin arvioida 
menetelmien herkkyyttä heikosti ekspressoituvien transkriptien osalta sekä menetel-
mien dynaamisen alueen määrittämiseen. Dynaamisella alueella tarkoitetaan aluetta, 
jonka raja-arvoina ovat menetelmällä heikoiten ekspressoituva transkripti sekä voi-
makkaimmin ekspressoituva transkripti.  
 
Taulukko 2. Menetelmien testauksessa käytetyt näytteet ja niihin lisätyt ERCC ExFold 
RNA Spike-In Mix:it. 
Menetelmä Testinäytteet ja niihin lisätyt ERCC ExFold RNA Spike-In Mix:it  
NEXTflex Fimm_x1 + ERCC1 BT474 + ERCC2 
NEBNext Fimm_x1 + ERCC1 BT474 + ERCC2 
ScriptSeq v2 Fimm_x1 + ERCC1 BT474 +ERCC1 (kirjasto valmistettu aikaisemmin) 
TotalScript Fimm_x1 + ERCC1 BT474 + ERCC2 
Nextera Fimm_x2 + ERCC1 BT474 + ERRCC1 (kirjasto valmistettu aikaisemmin) 
 
Tässä työssä ScriptSeq v2 - ja Nextera -menetelmillä valmistettiin kirjastot vain 
Fimm_x-näytteistä, koska BT474-näytteestä oli valmistettu kirjasto näiden menetel-
mien osalta jo aikaisemmin. Lisäksi Nextera-menetelmän yhteydessä käytettiin 
Fimm_x2-näytettä, joka oli eristetty rinnakkaisena näytteenä samasta verinäytteestä 
kuin Fimm_x1-näyte, sillä Fimm_x1-näyte-erää ei ollut riittävästi. (Taulukko 2).  
 
4.2.1 rRNA:n poistaminen 
 
Kaikissa menetelmissä TotalScript-menetelmää lukuun ottamatta rRNA poistettiin en-
nen kirjastojen valmistamista. NEXTflex-, NEBNext- ja ScriptSeq v2 -menetelmissä 
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rRNA:n poistaminen tehtiin käyttäen Ribo-Zero Magnetic (Human/Mouse/Rat) kit:tiä 
(Epicentre, Madison, WI, USA) (Liite 1). Nextera-menetelmässä käytettiin Ribo-Zero 
Magnetic Gold (Human/Mouse/Rat) kit:tiä (Epicentre, Madison, WI, USA) (Liite 1), 
koska sen kanssa samaan aikaan valmistetut asiakasnäytteet tehtiin kyseisellä kit:illä. 
Ribo-Zero Magnetic ja Ribo-Zero Magnetic Gold -menetelmien rRNA:n poistaminen 
perustuu rRNA:n hybridisaatioon magneettihelmien pinnalla olevien biotinyloitujen 
koettimien kanssa. Muodostuneet koetin-rRNA -hybridit sidotaan magneettiin mag-
neettihelmien avulla. Magneettihelmistä vapaassa liuoksessa ei tällöin ole rRNA:ja. 
Käytettävän kokonais-RNA:n määrä on rajattu, jolloin koettimet eivät voi kyllästyä. Ko-
ettimien kyllästyminen johtaisi rRNA:jen suurempaan määrään loppunäytteessä. Ribo-
Zero Magnetic Kit:illä saadaan poistettua sytoplasmista rRNA:a, muttei mitokondriaa-
lista rRNA:a. Ribo-Zero Magnetic Gold Kit poistaa myös mitokondriaalista rRNA:a 
(Epicentre 2013a ja 2013b). Tämä kit:tien välinen ero ei kuitenkaan vaikuta loppu-
analyyseihin, koska rRNA:n poistaminen ei koskaan ole täydellistä, joten jäljellä olevat 
rRNA poistetaan joka tapauksessa sekvensseistä bioinformaattisesti.  
rRNA:jen poistamiseen otettiin jokaista kokonais-RNA -näytettä 1000 ng Qubit RNA 
Assay -pitoisuuksien mukaisesti ja näytteiden tilavuudet määritettiin seuraavalla kaa-
valla (2): 
 
   
 
 
      (2) 
jossa  
x = kokonais-RNA:n tilavuus (µl) 
y = kokonais-RNA:n näytemäärä (ng) 
c = kokonais-RNA -näytteen pitoisuus (ng / µl).  
 
Kokonais-RNA -näytteet, joille oli tehty rRNA:n poistaminen, puhdistettiin Agencourt 
RNAClean XP -magneettihelmipuhdistuksella (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). 
Fimm_x1- ja BT474-näytteelle käytettiin puhdistuksessa Ribo-Zero Magnetic 
(Human/Mouse/Rat) kit -ohjeen mukaista eluutiotilavuutta. Laboratorion perusmene-
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telmän, Nextera, testaukseen käytetylle Fimm_x2-näytteelle eluutiotilavuus oli 16 µl 
laboratorion ohjeen mukaisesti (Liite 2).  
 
4.2.2 rRNA-poistettujen -näytteiden laatumääritys ja määrät kirjastojen valmistami-
seen 
 
rRNA-poistettujen -näytteiden laatumääritys tehtiin ajamalla ohjeen (Liite 1) mukai-
sesti Agilent 2100 Bioanalyzer -laitteella RNA 6000 Pico Chip (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA), jossa tarkastettiin 2000 nukleotidin ja 4000 nukleotidin piikkien 
häviäminen. 18S rRNA ajautuu Agilent 2100 Bioanalyzer RNA -ajossa 2000 nukleotidin 
ja 28S rRNA 4000 nukleotidin kohdalle. Näytteet ajettiin Pico Chip:ille, koska rRNA:n 
poistamisen jälkeen näytteiden RNA-määrä on kokonais-RNA näytemäärään verrattuna 
pienempi eikä Agilent 2100 Bioanalyzer Nano Chip:in mittausalue (25–500 ng / µl) riitä 
kyseessä oleville näytteille.  
NEXTflex- ja NEBNext-kirjastojen valmistamista varten määritettiin rRNA-poistettujen -
näytteiden tilavuudet kaavan 2 mukaisesti Qubit RNA Assay kit:illä mitattujen pitoi-
suuksien ja valmistajien antamien näytemäärien perusteella. NEXTflex-menetelmässä 
käytettiin puolet valmistajan suosittelemasta rRNA-poistetusta -maksiminäytemää-
rästä ja NEBNext-menetelmässä käytettiin valmistajan antamaa maksiminäytemäärää. 
ScriptSeq v2 -menetelmässä rRNA-poistetun -näytteen määrä laskettiin valmistajan 
ohjetta soveltaen kaavan 2 mukaisesti. ScriptSeq v2 -menetelmässä käytetty rRNA-
poistetun -näytteen määrää oli 4 ng ja pitoisuutena Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 
Pico Chip -ajon antama pitoisuus. Nextera-menetelmässä ei määritetty erikseen rRNA-
poistetun näytteen määrää, vaan näytteen nukleiinihappomäärä mitattiin cDNA-tasolla 
(Taulukko 3).  
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Taulukko 3. rRNA-poistetun -näytteen määrä. 
Menetelmä rRNA-poistetun näytteen määrä (ng) 
NEXTflex 50 
NEBNext 100 
ScriptSeq v2 4  
TotalScript ei rRNA:n poistamista 
Nextera ei määritetty 
 
4.2.3 Kirjaston valmistus 
 
NEXTflex-, NEBNext- ja ScriptSeq v2 -menetelmien kirjastojen valmistaminen aloitettiin 
rRNA-poistetun näytteen fragmentoinnilla, mikä tehtiin divalentti-kationeilla ja kuu-
mennuksella (Taulukko 4). Fragmentoinnin jälkeen tehtiin cDNA-synteesi käyttäen 
alukkeina satunnaiseen sekvenssiin perustuvia heksameerejä. cDNA-synteesin jälkeen 
tehtiin cDNA-päiden muokkaus. Puhdistuksissa käytettiin jokaisessa menetelmässä 
AMPure XP -magneettihelmipuhdistusta ja magneettihelmien eluutio tehtiin jokaisessa 
menetelmässä nukleaasivapaaseen veteen.  
 
Taulukko 4. Käytetyt fragmentointimenetelmät. 
Menetelmä RNA / cDNA tasolla Fragmentointimenetelmä 
NEXTflex RNA  divalentit kationit + kuumennus 
NEBNext RNA  divalentit kationit + kuumennus 
ScriptSeq v2 RNA  divalentit kationit + kuumennus 
TotalScript cDNA  entsymaattisesti transpositiolla 
Nextera cDNA  entsymaattisesti transpositiolla 
 
Nextera- ja TotalScript-menetelmissä kirjastojen valmistaminen aloitettiin cDNA-syn-
teesillä. Nextera-menetelmässä käytettiin suoraan 13,5 µl rRNA-poistettua -näytettä 
NEBNext mRNA Library Prep Master Mix set for Illumina -ohjeen cDNA-synteesikappa-
leen mukaisesti. TotalScript-menetelmässä cDNA-synteesiin otettiin 5 ng kumpaakin 
kokonais-RNA -näytettä, joiden tilavuudet laskettiin kaavan 2 mukaisesti. Alukkeena 
käytettiin satunnaiseen sekvenssiin perustuvia heksameerejä. BT474-näytteeseen 
lisättiin ensimmäisen cDNA-juosteen synteesin yhteydessä SuperScript II -käänteisko-
pioijaentsyymiä kit:in EpiScript -käänteiskopioijaentsyymin loppumisen takia. cDNA-
32 
 
 
synteesin jälkeen tehtiin molemmissa menetelmissä transpositiolla tapahtuva entsy-
maattinen fragmentointi. Transpositioon perustuvassa fragmentoinnissa cDNA-juos-
teet pilkotaan ja niihin liitetään samanaikaisesti spesifiset adapteri-sekvenssit transpo-
sonien avulla (Taulukko 4). Nextera-menetelmässä määritettiin fragmentoitavan puh-
distetun cDNA-tuotteen määrä mittaamalla sen pitoisuus Qubit dsDNA HS Assay kit 
(Invitrogen, Life Technologies, Van Allen Way, Carlsbad, CA, USA) -ohjeen (Liite 1) mu-
kaisesti ja ottamalla sen perusteella 60 ng cDNA-tuotetta fragmentaatioon kaavan 2 
mukaisesti. Qubit dsDNA HS -menetelmän erona dsDNA-kontaminaation määrityksessä 
käytettyyn Qubit dsDNA BR -menetelmään on Qubit dsDNA HS -menetelmän kapeampi 
dsDNA:n mittausalue ja pienempien dsDNA-määrien mittaaminen (Invitrogen 2010a). 
Molemmissa menetelmissä käytettiin puhdistusvaiheissa AMPure XP -magneettihelmi-
puhdistusta ja magneettihelmien eluutioliuoksena nukleaasivapaata vettä.  
Fragmentoinnin ja cDNA-synteesiin jälkeen tehtiin kaikissa viidessä menetelmässä 
amplifikaatio. Testatuista menetelmistä kolmessa NEBNext-, ScriptSeq v2 - ja Nextera-
menetelmissä indeksit lisättiin näytteisiin amplifikaatio-reaktiossa. NEXTflex- ja 
TotalScript-menetelmissä indeksien lisäys tehtiin omassa amplifikaatiota edeltävässä 
reaktiossaan (Taulukko 5). Indeksien avulla näytteet pystytään erottamaan toisistaan 
sekvensoinnin jälkeen.  
 
Taulukko 5. Indeksien lisääminen näytteisiin. 
 
Menetelmä 
Indeksien lisäys ennen 
amplifikaatiota 
Indeksien lisäys 
amplifikaatiossa 
NEXTflex X  
NEBNext  X 
ScriptSeq v2  X 
TotalScript X  
Nextera  X 
 
Käytettyjen PCR-syklien määrä oli suurin NEXTflex- ja NEBNext-menetelmissä. Pienin 
syklimäärä oli Nextera-menetelmässä (Taulukko 6).  
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Taulukko 6. PCR-syklien määrät. 
Menetelmä pcr-syklien määrä 
NEXTflex 15 
NEBNext 15 
ScriptSeq v2 12 
TotalScript 10 
Nextera 5 
 
Amplifikaation jälkeen kaikki kirjastot puhdistettiin AMPure XP -magneettihelmipuh-
distuksella ja eluutioliuoksena käytettiin nukleaasivapaata vettä. Puhdistettujen kirjas-
tojen cDNA-fragmenttien kokojakauma ja molaarisuus analysoitiin Agilent 2100 
Bioanalyzer DNA High Sensitivity Chip -ajolla (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 
USA) (Liite 1).  
 
4.3 Sekvensointi  
 
FIMM:in sekvensointilaboratorion NGS-sekvensointiajojen vastuuhenkilöt sekvensoivat 
valmiit kirjastot PE-menetelmällä eli emäsfragmenttien molemmista päistä Illuminan 
HiSeq2000 -laitteella (Illumina, San Diego, CA, USA). Käytetty lukupituus oli 100 nuk-
leotidia ja läpivirtauskammion yhden kaivon sekvensointikapasiteetista käytettiin kol-
masosa yhdelle näytteelle. Sekvensointiajon onnistumista arvioitiin Illuminan 
Sequencing Analysis Viewer -ohjelmalla (versio 1.8.37, Illumina, San Diego, CA, USA) 
tuotettujen ajon laadusta kertovien kuvien avulla. Onnistumista arvioitiin ajon sykli-
kohtaisten emäsintensiteettien, laatuarvojakauman ja klusteritiheyksien perusteella. 
Ajoarvioinnin jälkeen samassa läpivirtauskammion kaivossa olleet näytteet eroteltiin 
toisistaan kirjaston valmistamisen yhteydessä lisättyjen indeksien perusteella.  
Sekvensoinnin jälkeen sekvensoitujen sekvenssilukujen laatua arvioitiin neljän Fast 
Quality Control (FastQC) -raportin (versio 0.10.0, Babraham Institute, Babraham 
Bioinformatics, Cambridge, UK) tuloksen avulla. FastQC on Babraham instituutin kehit-
tämä laatukontrollityökalu suuren mittakaavan -sekvenssiaineistolle. Se määrittää sek-
venssien laatua erilaisten parametrien avulla. Raportin tulosten perusteella päätetään 
ovatko saadut sekvenssit kelvollisia bioinformaattiseen analysointiin. PE-sekvensointi 
tuottaa jokaista kirjastoa kohden kaksi tiedostoa: toinen on ensimmäisestä sekvenssi-
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luvusta ja toinen toisesta sekvenssiluvusta, joten jokaista kirjastoa kohden on PE-sek-
vensoinnin jälkeen aina kaksi FastQC-raporttia.  
Tässä työssä käytettiin sekvenssien laadun arvioimiseen neljää FastQC-raportin tulosta: 
sekvenssien kokonaismäärää, sekvenssilukujen emäskohtaista laatuarvoa, sekvenssilu-
kujen emäsprosenttiosuuksia ja sekvenssien GC-jakaumaa. Tieto saatujen sekvenssien 
kokonaismäärästä on osa FastQC -raportin ensimmäistä tulosta. Sekvenssien koko-
naismäärän lisäksi raportin ensimmäisen tuloksen taulukossa kerrotaan, mistä datasta 
analyysi on tehty, onko jotain sekvenssejä suodatettu analyysissa pois, saatujen sek-
venssilukujen pituus sekä kaikki sekvensoidut sekvenssiluvut huomioiva GC-prosentti. 
(FastQC, 8.4.14.)  
FastQC-raportin sekvenssilukujen emäskohtainen laatuarvo -kuvaaja näyttää jokaisen 
sekvenssiluvun muodostaman emäksen laatuarvon sykleittäin jana-laatikko -diagram-
meina asteikolla 0–40, missä 40 kuvaa parasta laatua. Sekvenssilukujen emäsprosent-
tiosuus -kuvaaja näyttää sekvenssilukujen emäskohtaisen DNA-emäsprosenttiosuuk-
sien jakautumisen (FastQC, 8.4.14). Ihmisellä emäsprosenttiosuuksien pitäisi olla seu-
raavat: A / T 30,3 % ja G / C noin 19,5 % (Campbell ym. 2008). Sekvenssin GC-jakauma 
näyttää sekvenssin GC-jakauman, joka huomioi kaikki sekvensoidut sekvenssiluvut, 
verrattuna teoreettiseen GC-jakaumaan. Sekvenssistä saadun ja teoreettisen GC-ja-
kauman pitäisi vastata toisiaan (FastQC, 8.4.14).  
 
4.4 Bioinformatiikka 
 
Näytteiden alustava bioinformaattinen analyysi tehtiin FIMM:issä RNA-sekvensointia 
varten kehitetyllä analyysiketjulla (engl. pipeline) (Jesús M López Martí). Ensimmäiseksi 
sekvensoinnista saaduille niin kutsutuille raakatuloksille (fastq-tiedostot) tehtiin laa-
tumääritys FastQC-ohjelmalla (versio 0.10.0). Tämän jälkeen niistä poistettiin adapte-
risekvenssit ja emäkset, joilla oli matala laatuarvo sekä yhdistettiin päällekkäin mene-
vät PE-sekvenssiluvut (SeqPrep, versio 0.4-5). Lisäksi seuraavanlaiset sekvenssiluvut 
suodatettiin pois: pituudeltaan lyhyemmät kuin 35 emäsparia, pitkiä homopolymeeri-
alueita (yli 70 % sekvenssiluvun pituudesta) (Perl Script, Active State Software Inc., 
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Vancouver, BC, Canada) sisältävät ja rRNA:oon, mitokondriaaliseen RNA:oon tai syn-
teettiseen kontrolli-DNA:oon yhdistyvät sekvenssiluvut Bowtie2-linjaustyökalulla (ver-
sio 2.1.0, John Hopskins University, Baltimore, MD, USA). Jäljelle jääneet 
sekvenssiluvut rinnastettiin TopHat2-ohjelmalla (versio 2.0.3, Institute of Genetic 
Medicine, Johns Hopkins University, Baltimore, MD, USA. Departments of Mathematics 
and Molecular and Cell Biology, University of California, Berkeley, CA, USA. 
Department of Stem Cell and Regenerative Biology, Harvard University, Cambridge, 
MA, USA) ihmisen genomiin (Homo sapiens, GRCh37). Rinnastuksessa etsittiin 
Ensembl-tietokannassa (versio 69, Wellcome Trust Sanger Institute. Wellcome Trust 
Genome Campus, Hinxton, Cambridgehire, UK) esiintyviä silmukointikohtia sekä sek-
venssiluvuissa mahdollisesti esiintyviä uusia silmukointikohtia. 
Rinnastuksen jälkeen määritettiin geeniekspressiotasot HTseq-ohjelmalla (versio 
0.5.3p3, EMBL-Heidelberg, Germany) ja eri transkriptien ekspressioarvot (FPKM, engl. 
fragments / kilobase of transcript / million mapped fragments, fragmentit / tuhannen 
emäksen transkriptit / miljoonassa fragmenttissa) Cufflinks-ohjelmalla (versio 2.0.2). R-
ohjelmiston työkaluilla (versio 3.0.0) vertailtiin ja visualisoitiin geeniekspressioeroja.  
Perusanalyysin jälkeen ekspressiotuloksista laadittiin näytekohtaiset dendogrammit, 
transkriptien lukupeitto -kuvaajat ja analysoitiin juosteisuuden säilymistä sekä mene-
telmien herkkyyttä heikosti ekspressoituviin transkripteihin ja määritettiin menetel-
mien dynaamiset alueet. Dendogrammit laadittiin perustuen R-ohjelmiston Spearman-
menetelmän cor-toimintoon sekä hclust-menetelmän (complete aggregation) hierark-
kiseen klusterointiin. Transkriptien lukupeittoa analysoitiin 1000 geenillä käyttäen 
RNASeQC-työkalua (versio, 1.1.7) ja Ensembl-tietokantaa (versio 69). RNASeQC-työka-
lulla (versio, 1.1.7) analysoitiin myös menetelmien juosteisuuden säilymistä. ERCC 
ExFold RNA Spike-In Control Mix -analysointia varten määritettiiin menetelmillä tuote-
tut ERCC RNA Spike-In Control -arvot, linjaamalla kaikki sekvensoidut sekvenssiluvut 
tunnettujen ERCC RNA Spike-In Control Mix -sekvenssien kanssa Bowtie2-linjaustyö-
kalulla. Saadut ERCC RNA Spike-In Control Mix -arvot normalisoitiin RPKM-arvoiksi 
(RPKM, engl. reads / kilobase of transcript / million mapped reads, sekvenssiluvut / 
tuhannen emäksen transkriptit / miljoonassa sekvenssiluvussa) ja suodatettiin käyt-
täen raja-arvona RPKM-arvoa 0,25. Jäljelle jääneiden ERCC RNA Spike-In Control Mix -
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arvojen perusteella määritettiiin menetelmien herkkyys heikosti ekspressoituvien 
transkriptien osalta tunnettujen ERCC RNA Spike-In Control Mix -pitoisuuksien ja näyt-
teisiin lisättyjen ERCC RNA Spike-In Control Mix -pitoisuuksien funktiona R-ohjelmiston 
(versio 3.0.0) ggplot2-työkalulla. Menetelmien dynaamiset vaihteluvälit määritettiin 2-
kantaisina logaritmeina perustuen R-ohjelmiston lm-toiminnolla tehtyjen lineaaristen 
regressioanalyysien korkeimman ja matalimman arvon erotukseen.  
 
5 TULOKSET 
 
5.1 Kokonais-RNA -näytteiden laatumääritys: RIN-arvot 
 
Fimm_x1-, Fimm_x2- ja BT474-kokonais-RNA -näytteistä valmiiksi ajetuissa Agilent 
2100 Bioanalyzer RNA 6000 Nano Chip -ajoissa näkyy hajoamattomille kokonais-RNA -
näytteille tyypillinen profiili. X-akselilla näkyvät nukleotidit ja y-akselilla fluoresenssi. 5S 
ja 5,8S rRNA:t näkyvät kaksoispiikkinä ennen 200 nukleotidin kohtaa, 18S rRNA näkyy 
ajossa 2000 nukleotidin piikkinä ja 25S rRNA näkyy 4000 nukleotidin piikkinä. 25 nuk-
leotidin piikki on ajon markkeri (Kuvat 2-4). Ajoissa määritetyt näytteiden RIN-arvot 
olivat kaikkien näytteiden osalta 10.  
 
 
Kuva 2. Fimm_x1-näytteen Agilent RNA 6000 Nano Chip -ajo. 
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Kuva 3. Fimm_x2-näytteen Agilent RNA 6000 Nano Chip -ajo. 
 
 
Kuva 4. BT474-näytteen Agilent RNA 6000 Nano Chip -ajo. 
 
5.2 Kokonais-RNA -näytteiden laatumääritys: pitoisuusmittaukset ja dsDNA-
kontaminaation määritys 
 
5.2.1 Kokonais-RNA -näytteiden RNA:n ja dsDNA:n pitoisuudet 
 
Qubit RNA Assay kit:illä määritetty näytteiden kokonais-RNA:n pitoisuus oli matalin 
Fimm_x2-näytteelle ja korkein BT474-näytteelle. Qubit dsDNA BR Assay kit:illä mää-
ritetty näytteiden dsDNA:n pitoisuus oli matalin Fimm_x1-näytteelle ja korkein BT474-
näytteelle (Taulukot 7 ja 8).  
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Taulukko 7. Näytteiden kokonais-RNA:n pitoisuudet. 
Näyte kokonais-RNA:n pitoisuudet (ng/µl) 
Fimm_x1 324 
Fimm_x2 83,2 
BT474 1200 
 
Taulukko 8. Näytteiden dsDNA:n pitoisuudet. 
Näyte dsDNA:n pitoisuudet (ng/µl) 
Fimm_x1 2,53 
Fimm_x2 3,02 
BT474 22,5 
 
5.2.2 dsDNA-kontaminaation määritys 
 
dsDNA:n prosenttiosuus oli matalin Fimm_x1-näytteessä ja korkein Fimm_x2-näyt-
teessä (Taulukko 9). Kaikkien näytteiden dsDNA:n prosenttiosuus oli alle 4 % dsDNA-
kontaminaation raja-arvon ollessa 5 % FIMM:in sekvensointilaboratorion käytännön 
mukaisesti (Liite 2).  
 
Taulukko 9. Kokonais-RNA -näytteiden dsDNA:n prosenttiosuudet. 
Näyte dsDNA:n prosenttiosuus (%) 
Fimm_x1 0,8 
Fimm_x2 3,6 
BT474 1,9 
 
5.3 RNA-kirjastojen valmistus 
 
5.3.1 rRNA-poistettujen -näytteiden laatumääritys 
 
rRNA-poistetuista Fimm_x1-, Fimm_x2- ja BT474-näytteistä ajetuista Agilent 2100 
Bioanalyzer RNA 6000 Pico Chip -ajoista näkyy rRNA:n poistuminen 18S ja 25S rRNA:n 
piikkien lähes täydellisenä häviämisenä 2000 nukleotidin ja 4000 nukleotidin kohdilta 
(Kuvat 5-7). Kyseiset rRNA:n piikit olivat nähtävissä kokonais-RNA -näytteistä ajetuissa 
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Nano Chip -ajoissa (Kuvat 2-4). Kuvissa näkyvä ensimmäinen piikki 25 nukleotidin koh-
dalla on ajon markkeri.  
 
 
Kuva 5. rRNA-poistetun -Fimm_x1-näytteen Agilent RNA 6000 Pico Chip -ajo mRNA -
ohjelmalla. 
 
 
Kuva 6. rRNA-poistetun -Fimm_x2-näytteen Agilent RNA 6000 Pico Chip -ajo mRNA -
ohjelmalla. 
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Kuva 7. rRNA-poistetun -BT474-näytteen Agilent RNA 6000 Pico Chip -ajo total RNA -
ohjelmalla. 
 
rRNA-poistetuista -näytteistä määritetyt pitoisuudet (Liite 3: Taulukko 1) sekä Nextera-
menetelmän tagmentaatiota varten määritetty cDNA:n pitoisuus on esitetty liitteessä 
3.  
 
5.3.2 Valmiiden cDNA-kirjastojen kokojakauman ja määrän arviointi 
 
Valmiiden cDNA-fragmentti -kirjastojen Agilent 2100 Bioanalyzer High Sensitivity DNA 
Chip -ajojen elektroferogrammikuvissa näkyy x-akselilla cDNA-fragmenttien pituus 
emäspareina ja y-akselilla fluoresenssi. Pituudeltaan 35 emäsparin kohdalle osuva 
piikki on ajon ala-markkeri ja 10 380 emäsparin kohdalle osuva piikki ajon ylä-markkeri. 
Kirjastojen cDNA-fragmenttien kokojakauma vaihteli 150 ja 2000 emäsparin välillä ja 
niiden maksimifluoresenssi vaihteli alle 50:stä yli 200:taan. Aikaisemmin valmistettujen 
BT474-näytteiden kirjastojen kuvat ScriptSeq v2 - ja Nextera-menetelmistä on myös 
esitetty tässä kirjastojen vertailemisen mahdollistamiseksi (Kuvat 8-17).  
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Kuva 8. NEXTflex Fimm_x1-kirjaston Agilent High Sensitivity Chip -ajo. 
 
 
Kuva 9. NEXTflex BT474-kirjaston Agilent High Sensitivity Chip -ajo. 
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Kuva 10. NEBNext Fimm_x1-kirjaston Agilent High Sensitivity 
Chip -ajo (kirjasto laimennettu 1:100). 
Kuva 11. NEBNext BT474-kirjaston Agilent High Sensitivity 
Chip -ajo (kirjasto laimennettu 1:100). 
Kuva 12. ScriptSeq v2 Fimm_x1-kirjaston Agilent High 
Sensitivity Chip -ajo. 
Kuva 13. ScriptSeq v2 BT474-kirjaston Agilent High Sensitivity Chip -ajo 
(valmistettu aikaisemmin, kokonais-RNA:n määrä 3400 ng, pcr 10 sykliä). 
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Kuva 14. TotalScript Fimm_x1-kirjaston Agilent High 
Sensitivity Chip -ajo. 
 
Kuva 15. TotalScript BT474-kirjaston Agilent High Sensitivity 
Chip -ajo. 
Kuva 16. Nextera Fimm_x2-kirjaston Agilent High Sensitivity 
Chip -ajo. 
Kuva 17. Nextera BT474-kirjaston Agilent High Sensitivity Chip -ajo 
(valmistettu aikaisemmin, kokonais-RNA:n määrä 5000 ng, pcr 7 sykliä). 
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Agilent High Sensitivity Chip -ajojen tuloksena saatuja kirjastojen molaarisuuksia verra-
tessa pienimmän molaarisuuden tuotti NEXTflex-menetelmä ja suurimman NEBNext-
menetelmä. Molaarisuuksissa on huomioitu koko cDNA-fragmenttijakauman alue ja 
näytteet olivat laimentamattomia lukuun ottamatta NEBNext-menetelmän näytteitä, 
jotka oli laimennettu 1:4 menetelmän ohjeen mukaisesti (Taulukko 10).  
 
Taulukko 10. Valmiiden kirjastojen molaarisuudet koko fragmenttijakauman alueelta. 
Menetelmä Fimm_x-kirjaston molaarisuus (nM) BT474-kirjaston molaarisuus (nM) 
NEXTflex 0,44 0,53 
NEBNext 39,4 53,3 
ScriptSeq v2 22,4 20,2 (valmistettu aikaisemmin) 
TotalScript 0,88 2,6 
Nextera 25,1 9,0 (valmistettu aikaisemmin) 
 
Kuvissa 10 ja 11 NEBNext-kirjastot oli laimennettu suhteessa 1:100 sekvensointiajon 
molaarisuusmääritystä varten. Taulukossa 10 NEBNext-kirjastojen molaarisuudet on 
esitetty menetelmän mukaisesti suhteessa 1:4 laimenennetuista näytteistä, jolloin voi-
daan vertailla tasapuolisemmin menetelmien tuottamien kirjastojen molaarisuuksia.  
 
5.4 Sekvensointiajojen laatuarviointi 
 
FIMM:in sekvensointilaboratorion NGS-sekvensointiajojen vastuuhenkilöt arvioivat 
sekvensointiajojen laatua kolmen Illuminan Sequencing Analysis Viewer -ohjelman 
tuottaman kuvan perusteella: ajon emästen syklikohtainen intensiteetti (Kuva 18), sek-
vensoitujen sekvenssilukujen laatuarvojen jakauma (Kuva 19) ja läpivirtauskammion 
kaivokohtainen klusteritiheys (Kuva 20). Näytteitä sekvensoitiin useammassa ajossa, 
joten tässä on esitetty esimerkkinä vain yhden ajon laatuarviointikuvia, joissa on huo-
mioitu ajon kaikki kaivot. Esimerkkiajossa sekvensoitiin NEXTflex-, NEBNext- ja 
TotalScript-näytteet.  
Kuvassa 18 on esitetty sykleittäin sekvensointiajossa neljän eri emäksen saamat inten-
siteetit. X-akselilla on ajon kaikki syklit ja y-akselilla eri emästen saamat intensiteetit. 
Musta viiva kuvaa adeniinia (A), punainen sytosiinia (C), sininen guaniinia (G) ja vihreä 
45 
 
 
tymiiniä (T). Kuvassa 18 näkyvä intensiteettien selvä laskeminen 100 syklin jälkeen joh-
tuu siirtymisestä toiseen sekvensoitavaan sekvenssilukuun. Lisäksi molempien sek-
venssilukujen puolivälin kohdalla tai sen jälkeen on havaittavissa HiSeq-laitteessa nor-
maalisti esiintyvää intensiteettien kohoamista.  
 
 
Kuva 18. Sekvensointiajon emästen intensiteetit syklikohtaisesti. 
 
Sekvensointiajon laatuarvojakauma on esitetty kuvassa 19. X-akselilla on laatuarvo, 
missä nolla kuvaa huonointa laatua ja 40 parhainta laatua. Y-akselilla on sekvensoitu-
jen sekvenssilukujen kokonaismäärä. Siniset pylväät kuvaavat huonolaatuisia sekvens-
silukuja ja vihreät hyvälaatuisia sekvenssilukuja. Hyvälaatuisten sekvenssilukujen mi-
nimi raja-arvona on 30 eli suurimman osan sekvenssiluvuista pitäisi saada laatuarvoksi 
vähintään 30, kuten kuvan 19 esimerkissä. Laatuarvolla 30 todennäköisyys väärän 
emäksen sekvensointiin on 1 / 1000.  
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Kuva 19. Sekvensointiajon laatuarvojakauma. 
 
Kuvassa 20 on esitetty jana-laatikko -diagrammeina klusterien muodostuminen sek-
vensointiajossa kaivokohtaisesti. X-akselilla on esitetty läpivirtauskammion kahdeksan 
eri kaivoa ja Y-akselilla niissä muodostuneiden klustereiden tiheys. Sinisellä on kuvattu 
raakaklusterit ja vihreällä suodatetut klusterit. Klusterit suodatetaan Illuminan määrit-
tämän emästen intensiteetteihin perustuvan laskukaavan mukaan ensimmäisen 25 
syklin osalta. Punainen viiva on mediaani. Laatikoista lähtevien viivojen päät kuvaavat 
suurinta ja pienintä kaivossa esiintynyttä klusteritiheyttä. Laatikoiden sisällä on 50 % 
havaituista arvoista, jotka sijoittuvat 25–75 %:n alueelle huomioiden kaikki havaitut 
arvot suuruusjärjestyksessä. Parhaassa tapauksessa vihreät ja siniset laatikot ovat 
mahdollisimman päällekkäin, jolloin huonolaatuisia klustereita ei ole juuri ollut kuten 
kuvan 20 kaivossa 8. Lisäksi klusteritiheyden pitäisi olla 600–1000 103 / mm2 välillä. 
Kuvan 20 esimerkissä klusteritiheydet sijoittuvat hyvin raja-arvojen sisälle lukuun ot-
tamatta kaivoa 3 ja 8, joissa tiheydet ovat hiukan matalammat.  
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Kuva 20. Sekvensointiajon klustereiden muodostus kaivokohtaisesti. 
 
5.5 Sekvenssilukujen laatuarviointi 
 
Luvuissa 5.5.1, 5.5.2, 5.5.3 ja 5.5.4 on esitetty FastQC tulokset, joita sekvenssilukujen 
laatuarvioinnissa käytettiin. Kaikki luvussa 5.5 esitetyt FastQC-tulokset ovat ensimmäi-
sestä sekvensoidusta sekvenssiluvusta. Jokaisesta näytteestä on myös toisen sekvens-
siluvun FastQC-tulokset.  
 
5.5.1 Sekvenssilukujen emäskohtainen laatu 
 
Sekvensoiduista kirjastoista saatujen sekvenssilukujen laatua tarkasteltiin emäskohtai-
sesti. X-akselilla on esitetty sekvenssiluku ensimmäisestä viimeiseen emäkseen ja y-
akselilla vastaavien emästen laatuarvo nollasta 40:een. Kuvissa vihreä tausta-alue laa-
tuarvoilla 28–40 kuvaa hyvää laatuarvoa, oranssi laatuarvoilla 20–28 keskinkertaista ja 
punainen laatuarvoilla 0–20 huonoa laatuarvoa. Syklien jana-laatikko -diagrammien 
punainen viiva on mediaani ja keltainen laatikko sisältää 25–75 %-osuudelle osuvat 
havaitut laatuarvot, kun kaikki havaitut arvot on asetettu suuruusjärjestykseen. Laati-
koista lähtevien viivojen päät ovat matalin ja korkein havaittu laatuarvo. Sininen viiva 
esittää emästen laadun keskiarvoa (Kuvat 21–30). 
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Kuva 21. NEXTflex-menetelmän Fimm_x-näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen 
laatu. 
 
 
Kuva 22. NEXTflex-menetelmän BT474-näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
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Kuva 23. NEBNext-menetelmän Fimm_x-
näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
Kuva 24. NEBNext-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
Kuva 25. ScriptSeq v2 -menetelmän Fimm_x-
näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
Kuva 26. ScriptSeq v2 -menetelmän BT474-
näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
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Kuva 27. TotalScript-menetelmän Fimm_x-
näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
Kuva 28. TotalScript-menetelmän BT474-
näytteen sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
 
Kuva 29. Nextera-menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
Kuva 30. Nextera-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäskohtainen laatu. 
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5.5.2 Sekvenssilukujen emäsprosenttiosuudet 
 
Sekvenssilukujen emäsprosenttiosuudet on esitetty kuvissa 31–40. X-akselilla on sek-
vensoitu sekvenssiluku sykleittäin ensimmäisestä viimeiseen emäkseen ja y-akselilla 
prosentit. Kuvissa punainen viiva kuvaa tymiiniä (T), sininen sytosiinia (C), vihreä ade-
niinia (A) ja musta guaniinia (G). 
 
 
Kuva 31. NEXTflex-menetelmän Fimm_x-näytteen sekvenssiluvun emäsprosenttiosuu-
det. 
 
Kuva 32. NEXTflex-menetelmän BT474-näytteen sekvenssiluvun emäsprosenttiosuu-
det. 
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Kuva 33. NEBNext-menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
 
Kuva 34. NEBNext-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
 
Kuva 36. ScriptSeq v2 -menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
 
Kuva 35. ScriptSeq v2 -menetelmän Fimm_x-
näytteen sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
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Kuva 37. TotalScript-menetelmän Fimm_x-
näytteen sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
 
Kuva 38. Totalscript-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
 
Kuva 39. Nextera-menetelmän Fimm_x-menetelmän 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
Kuva 40. Nextera-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssiluvun emäsprosenttiosuudet. 
54 
 
 
5.5.3 Sekvenssien GC-jakauma 
 
Kuvissa 41–50 on esitetty sekvenssien GC-jakauma, jossa on huomioitu kaikki sekven-
soidut sekvenssiluvut. X-akselilla on esitetty sekvenssilukujen GC-pitoisuuksien kes-
kiarvo prosentteina ja y-akselilla sekvensoitujen sekvenssilukujen määrä. Sininen viiva 
kuvaa teoreettista GC-jakaumaa ja punainen havaittua todellista GC-jakaumaa. Teo-
reettinen GC-jakauma perustuu kirjaston GC-koostumukseen.  
 
 
Kuva 41. NEXTflex-menetelmän Fimm_x-näytteen sekvenssien GC-jakauma. 
 
Kuva 42. NEXTflex-menetelmän BT474-näytteen sekvenssien GC-jakauma. 
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  Kuva 43. NEBNext-menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
 
Kuva 44. NEBNext-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
 
Kuva 45. ScriptSeq v2 -menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
 
Kuva 46. ScriptSeq v2 -menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
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Kuva 47. TotalScript-menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
 
Kuva 48. TotalScript-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
Kuva 49. Nextera-menetelmän Fimm_x-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
Kuva 50. Nextera-menetelmän BT474-näytteen 
sekvenssien GC-jakauma. 
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5.5.4 Sekvenssien kokonaismäärä 
 
Kirjastoista saatujen sekvenssien kokonaismäärät vaihtelivat NEXTflex-menetelmän 
pienimmän noin 22 miljoonan sekvenssien kokonaismäärän ja NEBNext-menetelmän 
suurimman noin 138 miljoonan sekvenssien kokonaismäärään välillä ensimmäisen 
sekvensoitavan sekvenssiluvun osalta. Todellisuudessa jokainen menetelmä tuotti 
kaksinkertaisen määrän sekvenssejä, kun huomioidaan toisen sekvenssiluvun 
tuottamat sekvenssit (Taulukko 11).  
 
Taulukko 11. Menetelmillä saatujen sekvenssien kokonaismäärät yhden sekvenssiluvun 
osalta. 
Menetelmä Sekvenssien kokonaismäärä  
NEXTflex Directional RNA-Seq Kit  22 200 045  
Nextera (kontrolli menetelmä)  29 356 608 
Totalscript RNA-Seq Kit  47 179 171 
ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation Kit 75 172 491  
NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit  138 864 011  
 
5.6 Bioinformaattisten analyysien tulokset 
 
Seuraavissa luvuissa on esitetty bioinformaattisista analyyseistä saatujen tulosten pe-
rusteella laaditut dendogrammit, transkriptien lukupeitto -kuvaajat, juosteisuusana-
lyysien tulokset ja ERCC RNA Spike-In Control Mixes -analyysien tulokset. Luvuissa 
5.6.1, 5.6.2 ja 5.6.4 esitetyt kuvat on tehnyt Jesús M López Martí ja luvun 5.6.3 kuvat 
on tehty perustuen Jesús M López Martín laatimien juosteisuus-analyysien tuloksiin. 
Luvun 5.6.4 taulukon 12 arvot on koottu Jesús M López Martín tekemistä lineaarisista 
regressioanalyyseistä.  
 
  
58 
 
 
5.6.1 Menetelmien keskinäinen ryhmittyminen – dendogrammit 
 
Kuvissa 51 ja 52 on näytekohtaiset dendogrammit, joista toisessa on huomioitu kaikki 
transkriptit (Kuva 51) ja toisessa proteiineja koodavat transkriptit (Kuva 52). Molem-
missa dendogrammeissa näkyy Fimm_X- ja BT474-näytteiden ryhmittyminen omiksi 
ryhmikseen menetelmästä riippumatta. NEXTflex-menetelmällä valmistettu Fimm_X-
näyte eroaa molemmissa dendogrammeissa omaksi haarakseen. Pystysuorat viivat 
kuvaavat muodostuneiden haarojen eroavaisuutta toisistaan. Mitä pidempi pystysuora 
viiva on sitä suurempi on kahden haarautumiskohdan välinen ero.  
 
  
Kuva 51. Kaikki transkriptit. Kuva 52. Proteiineja koodaavat transkriptit. 
 
5.6.2 Transkriptien lukupeitto 
 
Kuvissa 53 ja 54 on esitetty menetelmien transkriptien väliset eroavaisuudet lukupei-
tossa 5’−3’ -suunnassa. Lukupeitolla tarkoitetaan sitä, kuinka tasaisesti menetelmä on 
tuottanut sekvenssilukuja koko transkriptin alueelle. X-akselilla on esitetty koko 
transkripti prosentteina 5’-päästä 3’-pään suuntaan. Y-akselilla on esitetty lukupeitto, 
missä suuri lukuarvo kuvaa korkeampaa lukupeittoa. Vihreä viiva kuvaa NEXTflex-me-
netelmää, tummanpunainen NEBNext-menetelmää, vaaleanpunainen viiva TotalScript-
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menetelmää, sininen viiva Nextera-menetelmää ja keltainen viiva ScriptSeq v2 -mene-
telmää. Kuvissa 53 ja 54 on esitetty transkriptien lukupeitto, jossa on huomioitu sama 
määrä sekvenssilukuja jokaisessa menetelmässä, jolloin menetelmien tuottamia 
transkriptien lukupeittoja voidaan vertailla sekä lukupeiton tasaisuuden että määrän 
mukaan.  
 
 
Kuva 53. Transkriptien lukupeitto, Fimm_x-näyte, normalisoitu sekvenssilukumäärä. 
 
 
Kuva 54. Transkriptien lukupeitto, BT474-näyte, normalisoitu sekvenssilukumäärä. 
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5.6.3 Juosteisuuden säilyminen 
 
Kuvissa 55 ja 56 on esitetty sekvensoitujen koodaavien- ja vastinjuosteiden prosent-
tiosuudet, kun näyte on sekvensoitu koodaavan juosteen suuntaan. Prosenttiosuudet 
olisivat vastaavat, jos tarkasteltaisiin vastinjuosteen suuntaan sekvensoituja sekvens-
silukuja, mutta tällöin sekvensoitujen vastinjuosteiden prosenttiosuus olisi esitetyistä 
prosenttiosuuksista suurempi. Kuvissa 55 ja 56 on x-akselilla käytetty menetelmä ja y-
akselilla sekvensoidut sekvenssiluvut prosentteina. Vihreä kuvaa menetelmällä tuotet-
tuja koodaavia juosteita ja punainen tuotettuja vastinjuosteita, kun näyte on sekven-
soitu koodaavan juosteen suuntaan.  
 
 
Kuva 55. Fimm_x-näytteiden koodaavien- ja vastinjuosteiden prosenttiosuudet sekven-
soitaessa koodaavan juosteen suuntaisesti. 
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Kuva 56. BT474-näytteiden koodaavien- ja vastinjuosteiden prosenttiosuudet sekven-
soitaessa koodaavan juosteen suuntaisesti. 
 
5.6.4 Menetelmien herkkyys heikosti ekspressoituviin transkripteihin ja menetelmien 
dynaaminen alue 
 
Tarkasteltaessa menetelmien herkkyyttä heikosti ekspressoituvien transkriptien osalta 
osoittivat kaikkien menetelmien ERCC ExFold RNA Spike-In Control Mix -analyysit sa-
mankaltaista lineaarista riippuvuutta, joten kuvissa 57 ja 58 on esitetty esimerkkeinä 
NEXTflex-menetelmän ERCC RNA Spike-In Control Mixes -herkkyysanalyysien tulos 
molempien testinäytteiden osalta. Kuvissa x-akselilla on kuvattu menetelmällä sekven-
soinnin ja analysoimisen jälkeen saadut Spike-In -kontrollien arvot ja y-akselilla on ku-
vattu Spike-In -kontrollien laskennalliset arvot. Kuvissa on esitetty ERCC RNA Spike-In 
Mix A-alaryhmän transkriptit ympyröillä, B-alaryhmän transkriptit kolmioilla, C-alaryh-
män transkriptit neliöillä ja D-alaryhmän transkriptit risteillä.  
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Menetelmien dynaamisen alueen määrityksessä tehdyissä lineaarisissa regressio-
analyyseissä ei eri menetelmien välillä esiintynyt kovin suurta vaihtelua, joten kuvassa 
59 on esimerkkinä parhaimman lineaarisen riippuvuuden tuottanut NEBNext-mene-
telmän BT474-näyte ja kuvassa 60 on esimerkkinä huonoimman lineaarisen riippuvuu-
den tuottanut Nextera-menetelmän BT474-näyte. Y-akselilla on 2-kantainen logaritmi 
havaituista RPKM-arvoista ja x-akselilla 2-kantainen logaritmi näytteisiin lisättyjen 
ERCC Spike-In Control Mix -molaarisuuksista. Kuvissa 59 ja 60 on käytetty ERCC RNA 
Spike-In Control Mix -alaryhmien erottelemiseen vastaavia symboleita kuin kuvissa 57 
ja 58.  
 
Kuva 57. NEXTflex-menetelmän Fimm_x-
näytteen herkkyysanalyysi heikosti 
ekspressoituvien transkriptien suhteen. 
Kuva 58. NEXTflex-menetelmän BT474-
näytteen herkkyysanalyysi heikosti 
ekspressoituvien transkriptien suhteen. 
Kuva 59. NEBNext-menetelmän 
BT474-näyte, lineaarinen riippuvuus.  
Kuva 60. Nextera-menetelmän 
BT474-näyte, lineaarinen riippuvuus. 
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Menetelmistä tehtyjen lineaaristen regressioanalyysien perusteella määritetyt dynaa-
miset vaihteluvälit ja lineaarisia regressioanalyysejä vastaavat selitysasteet eli R2-arvot 
on koottu taulukkoon 12. R2-arvo kuvaa sitä, kuinka hyvin havaitut RPKM-arvot selitty-
vät oletetuilla ERCC Spike-In Mix -molaarisuuksilla. Mitä lähempänä R2-arvo on arvoa 
yksi sitä paremmin havaitut RPKM-arvot selittyvät oletetuilla ERCC Spike-In Control Mix 
-molaarisuuksilla. Kapeimman dynaamisen alueen tuotti Nextera-menetelmän 
Fimm_x-näyte ja laajimman TotalScript-menetelmän BT474-näyte. R2-arvoista matalin 
oli Nextera-menetelmän BT474-näytteellä ja korkein NEBNext-menetelmän BT474-
näytellä (Taulukko 12).  
 
Taulukko 12. Menetelmien dynaamiset alueet ja lineaaristen regressioanalyysien seli-
tysasteet. 
Menetelmä Näyte Dynaaminen alue (log2) R
2 
NEXTflex Fimm_x 12,34 0,88 
 BT474 12,10 0,92 
NEBNext Fimm_x 11,47 0,97 
 BT474 11,91 0,98 
ScriptSeq v2 Fimm_x 12,87 0,95 
 BT474 12,12 0,94 
TotalScript Fimm_x 12,74 0,94 
 BT474 13,53 0,96 
Nextera Fimm_x 9,45 0,90 
 BT474 11,49 0,86 
 
6 TULOSTEN TARKASTELU 
 
6.1 Kokonais-RNA -näytteiden laatumääritys 
 
Kokonais-RNA -näytteille tehdyissä laatumäärityksissä ei ollut Agilent RNA 6000 Nano 
Chip -ajojen perusteella Fimm_x-näytteiden osalta mitään poikkeavaa. BT474-näytteen 
ajossa oli nähtävissä fluoresenssin kohoamista heti 4000 nukleotidin eli 28S rRNA-pii-
kin jälkeen. Fluoresenssin kohoaminen johtuu yleensä dsDNA-kontaminaatiosta. Tosin 
BT474-näytteen pitoisuus on ollut Nano Chip -ajossa liian korkea, koska 25 nukleotidin 
kohdalla oleva markkeri-piikki on rRNA:n piikkejä matalampi ja rRNA-piikkien fluore-
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senssi-intensiteetti (FI) on yli kolmesataa. Fimm_x-näytteissä FI oli noin 50. Tämän pe-
rusteella BT474-näytteen fluoresenssin kohoaminen ei ole normaalista poikkeavaa, se 
vain korostuu elektroferogrammikuvassa näytteen korkean pitoisuuden vuoksi, joka on 
ollut Nano Chip:in mittausalueen (25–500 ng / µl) yläpuolella. Lisäksi BT474-näytteen 
dsDNA-kontaminaatio prosentti oli matalampi kuin Fimm_x2-näytteen. Kaikkien näyt-
teiden RIN-arvot olivat kymmenen eli parhaat mahdolliset, joten kokonais-RNA -näyt-
teiden laatua voitiin pitää erinomaisena.  
 
6.2 rRNA-poistettujen -näytteiden laatumääritys 
 
Agilent 2100 Bioanalyzer RNA 6000 Pico Chip -analyysillä tarkasteltiin rRNA:n poistu-
mista rRNA:n poistamisen jälkeen. Fimm_x-näytteistä ajetuissa Pico Chip -ajoissa ei näy 
lainkaan 18S tai 28S rRNA:n piikkejä 2000 ja 4000 nukleotidin kohdilla. BT474-näytteen 
Pico Chip -ajossa sen sijaan on nähtävissä jonkinlainen piikki 2000 nukleotidin kohdalla. 
Piikki on kuitenkin fluoresenssiltaan huomattavasti pienempi kuin näytteen Nano Chip 
-ajon vastaava piikki, joten sitä voidaan pitää merkityksettömänä.  
rRNA-poistettujen -näytteiden laatumääritykseen olisi kannattanut käyttää kaikkien 
näytteiden osalta Pico -Chip:in mRNA -ohjelmaa, sillä näytteet eivät olleet kokonais-
RNA:a. BT474-näyte ajettiin epähuomiossa Pico -Chip:in Total-RNA -ohjelmalla. Tässä 
työssä Pico Chip -ajojen tarkoituksena oli kuitenkin ensisijaisesti vain tarkistaa rRNA:n 
piikkien häviäminen. Piikkien häviäminen oli nähtävissä myös Total RNA -ohjelman 
ajossa, joten uusinta ajolle ei ollut mitään perustetta BT474-näytteen osalta.  
ScriptSeq v2 -menetelmässä olisi tullut menetelmän ohjetta (Liite 1) täsmällisesti nou-
datettaessa ottaa suoraan 5 µl rRNA-poistettua -näytettä kirjaston valmistamiseen, 
kun lähtömateriaalina oli 1000 ng kokonais-RNA:a, eikä määrittää rRNA-poistetun -
näytteen määrää Pico Chip -ajon perusteella. Tässä työssä ”väärällä” tavalla määritetty 
rRNA-poistetun -näytteen tilavuus oli kuitenkin vain 1,2 µl vähemmän kuin menetel-
män ohjeessa annettu maksimitilavuus, joten käytetyn virheellisen menettelytavan 
vaikutusta työn lopputulokseen voidaan pitää merkityksettömänä.  
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6.3 Valmiiden kirjastojen laatumääritys 
 
Valmiiden kirjastojen fragmenttien kokojakaumaa ja määrää arvioitiin Agilent 2100 
Bioanalyzer High Sensitivity DNA Chip -ajoilla. Ajojen perusteella jokaisella menetel-
mällä saatiin valmistettua kirjasto.  
Kaikissa muissa paitsi TotalScript-menetelmässä ja aikaisemmin ScriptSeq v2 - sekä 
Nextera-menetelmillä valmistetuissa BT474-näytteissä käytetyn kokonais-RNA:n määrä 
oli 1000 ng. TotalScript-menetelmässä se oli 5 ng, ScriptSeq v2 -menetelmän BT474-
näytteessä 3400 ng ja Nextera-menetelmän BT474-näytteessä 5000 ng (Taulukko 13). 
Juosteisuuden säilyttävistä menetelmistä ainoastaan TotalScript on siis lähtökohtai-
sesti tarkoitettu pienille näytemäärille. NEXTflex-, NEBNext- ja ScriptSeq v2 -menetel-
mien testauksessa käytetty 1000 ng:n kokonais-RNA:n määrä oli kuitenkin pienempi 
kuin Nextera-menetelmän 2500 ng:n suositusnäytemäärä, kun yksi työn tavoitteista oli 
löytää pienille näytemäärille soveltuva menetelmä. ScriptSeq v2 -menetelmän 1000 
ng:n Fimm_x-kirjasto oli laadultaan samaa luokkaa Nextera-menetelmän Fimm_x-kir-
jaston kanssa, mutta 3400 ng:n BT474-kirjasto oli parempi kuin Nextera-menetelmällä 
5000 ng:n kokonais-RNA -näytteestä valmistettu BT474-kirjasto. Näin ollen saavutettiin 
yksi työn tavoitteista.  
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Taulukko 13. Valmiiden kirjastojen käytetty kokonais-RNA:n määrä, molaarisuudet 
(Taulukon 10 keskiarvoina) ja fragmenttien kokojakauma (huomioiden molemmat 
näytteet). 
Menetelmä NEXTflex NEBNext ScriptSeq v2 TotalScript Nextera 
Kokonais-RNA:n 
määrä (ng) 
1000 1000 1000 (Fimm_x) 
3400 (BT474) 
5 1000 (Fimm_x) 
5000 (BT474) 
Kirjastojen 
molaarisuuksien 
keskiarvo (nM) 
0,5 46,4 21,3 1,7 17,1 
Kirjastojen 
fragmenttien 
kokojakauma 
(bp) 
250-500 200-450 150-1500 175-450 150-2000 
Oletettu 
kirjastojen 
fragmenttien 
kokojakauma 
(bp) 
200-500 200-400 150-1000 150-500 ei 
määritettynä 
 
Verratessa pelkästään kirjastojen muotoa elektroferogrammikuvien perusteella, sa-
mankaltaisimmat kirjastot tuottivat NEXTflex- ja TotalScript-menetelmät. Verratessa 
näitä kahta menetelmää muihin menetelmiin, ne tuottivat huonoimmat kirjastot sekä 
kirjaston fragmenttijakauman että määrän perusteella. TotalScript -kirjaston mata-
lammat arvot voivat osittain selittyä käytetyllä kokonais-RNA:n määrällä, joka oli huo-
mattavasti muita menetelmiä matalampi. TotalScript-menetelmällä tuotetut kirjastot 
olivat kuitenkin pienempiä verrattuna menetelmän esimerkkikirjastoon, joka oli myös 
aloitettu 5 ng:n kokonais-RNA -määrästä käyttäen alukkeina satunnaiseen sekvenssiin 
perustuvia heksameerejä. Näin ollen menetelmän olisi oletusarvoisesti pitänyt tuottaa 
suurempi kirjasto. NEXTflex-menetelmällä saadun kirjaston olisi myös voinut olettaa 
olevan suurempi, koska kaikki muut menetelmät, joihin oli käytetty 1000 ng kokonais-
RNA:a, tuottivat suuremman kirjaston. Lisäksi NEXTflex-menetelmän kirjastojen molaa-
risuudet olivat matalammat kuin TotalScript-kirjastojen molaarisuudet (Taulukko 13).  
Tarkasteltaessa jokaista menetelmää erikseen ei samalla menetelmällä valmistettujen 
Fimm_x- ja BT474-näytteiden välillä ollut havaittavissa eroavaisuutta kirjastojen muo-
toa tarkasteltaessa muiden paitsi Nextera-menetelmän osalta. Nextera-menetelmässä 
huomion arvoista oli myös se, että siinä kokonais-RNA:a vähemmän sisältänyt Fimm_x-
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näyte tuotti suuremman kirjaston. Tämä tulos osoittaa osaltaan sen, että Nextera-me-
netelmässä kirjastojen laatu voi vaihdella näytteiden välillä hyvinkin paljon, mikä ei ole 
hyvä asia palvelulaboratorion vaatimusten näkökulmasta.  
Vertailtaessa kirjastoja valmistajien antamiin esimerkkikirjastoihin oli kaikkien juostei-
suuden säilyttävien kirjastojen kokojakauma suurin piirtein samaa luokkaa valmistajan 
antaman kirjaston kanssa. Näytteistä, joihin oli käytetty 1000 ng kokonais-RNA:a, 
NEBNext ja ScriptSeq v2 tuottivat parhaat kirjastot molaarisuuksien ja Agilent 
Bioanalyzer HS -ajon antamien kirjastojen kokojakaumien perusteella. NEBNext -kirjas-
tojen laatua kuitenkin laskee molemmissa näytteissä 1000–2000 emäsparin kohdalla 
esiintyvä FI:n kohoaminen, joka saattaa johtua yliamplifikaatiosta tai puutteellisesta 
fragmentoitumisesta. Ennen kirjastoa oleva 150 emäsparin kohdalla oleva piikki aiheu-
tuu adapteridimeereistä.  
Kaiken kaikkiaan tarkasteltaessa kirjastojen cDNA-fragmenttijakaumaa ja molaari-
suutta juosteisuuden säilyttävien kirjastojen välillä, paras tulos saatiin ScriptSeq v2 -
menetelmällä. Molempien ScriptSeq v2 -kirjastojen fragmenttijakauman suurin ja pie-
nin arvo olivat samaa luokkaa eli menetelmää voi pitää tasalaatuisena. Lisäksi on huo-
mioitava, että ScripSeq v2 -menetelmä tuotti kokojakaumaltaan lähestulkoon identti-
set kirjastot, vaikka näytteiden kokonais-RNA:n määrät olivat erilaiset. Toisaalta 
ScriptSeq v2 -menetelmällä valmistetuissa kirjastoissa esiintyi röpelöisyyttä, mikä ei ole 
toivottavaa. Röpelöisyys voi tosin olla näyteriippuvaista. Kyseessä oli vain kahden näyt-
teen otos, joten tasalaatuisuuden varmistamiseksi olisi ScriptSeq v2 -menetelmällä 
vielä testattava useita erilaisia näytteitä lisää.  
Kirjastojen molaarisuuksien määrittäminen Agilent Bioanalyzer HS -ajon perusteella ei 
ole tarkin mahdollinen käytettävissä oleva tapa. Kyseinen määritystapa on kuitenkin 
ollut käytössä laboratoriossa ja osoittautunut riittävän tarkaksi sekvensointia ajatellen, 
joten sitä käytettiin myös tässä työssä. Esimerkiksi qPCR:llä molaarisuudet olisi saanut 
määritettyä tarkemmin.  
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6.4 Sekvenssilukujen laatuarviointi 
 
6.4.1 Sekvenssilukujen emäskohtainen laatu 
 
Sekvenssilukujen emäskohtainen laatukeskiarvo oli kaikissa kirjastoissa hyvä. Paras 
emäskohtainen laatu oli Nextera-näytteissä ja juosteisuuden säilyttävistä menetelmistä 
TotalScript-näytteissä. NEBNext-menetelmän sekvenssilukujen laatu laski eniten sek-
venssilukujen loppupään emästen osalta. Emäskohtaisen laadun suhteen parhaiden 
menetelmien, TotalScript ja Nextera, kohdalla ei emäskohtainen laatu laskenut juuri 
lainkaan. Kaikkia testinäytteitä ei ajettu samassa ajossa, joten sillä voi osittain olla vai-
kutusta saatuihin laatuarvoihin. Toisaalta jokaisen ajon laatu tarkastetaan luvussa 5.4 
esitettyjen parametrien mukaisesti, mikä pienentää eri ajoista syntyviä laatupoik-
keamia. NEXTflex-, NEBNext-, TotalScript- ja Nextera-menetelmissä ei ollut havaitta-
vissa suurtakaan eroa Fimm_x- ja BT474-näytteiden välillä tarkasteltaessa sekvenssilu-
kujen emäskohtaista laatua. Sen sijaan ScriptSeq v2 - menetelmässä BT474-näytteen 
sekvenssilukujen emäskohtainen laatu oli parempi verrattuna Fimm_x-näytteeseen.  
 
6.4.2 Sekvenssilukujen emäsprosenttiosuudet 
 
Tarkasteltaessa neljän eri emäksen emäsprosenttiosuuksia sekvenssilukujen koko pi-
tuudelta esiintyi kaikissa menetelmissä kymmenenteen emäkseen asti vaihtelua, mutta 
siitä eteenpäin ne olivat tasaisia. Sekvenssilukujen alun epätasaisuus emäsprosent-
tiosuuksissa on tyypillistä RNA-sekvensoinnissa. Tarkasteltaessa kuvaajien suoraviivai-
suutta paras tulos saatiin Nextera-menetelmällä ja juostespesifisistä menetelmistä 
TotalScript-menetelmällä. Fimm_x- ja BT474-näytteiden välillä ei ollut missään mene-
telmässä mainittavaa eroavuutta.  
Poikkeavuutena odotuksesta oli eri emästen havaitut prosenttiosuudet. TotalScript-, 
ScriptSeq v2 - ja Nextera-menetelmissä kaikkien neljän emäksen prosenttiosuudet si-
joittuivat 20 ja 30 %:n välille noin 25 %:n kohdalle. Oletuksena oli, että adeniinin ja ty-
miinin prosenttiosuudet olisivat olleet noin 30 ja guaniinin ja sytosiinin prosenttiosuu-
det noin 20. NEBNext- ja NEXTflex-menetelmissä prosenttiosuudet olivat oletusten 
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mukaiset, mutta ne olivat päinvastaiset kuin oletettiin eli adeniini ja tymiini sijoittuivat 
noin 20 %:n kohdalle ja guaniini ja sytosiini noin 30 %:n kohdalle (Taulukko 14).  
 
Taulukko 14. Sekvenssilukujen havaitut ja oletetut emäsprosenttiosuudet, havaitut 
arvot on koottu FastQC-raportin sekvenssilukujen emäsprosenttiosuudet -kuvista (31–
40). 
Menetelmä 
Havaittu A / T %-
osuus (oletus 30 %) 
Havaittu G / C %-
osuus (oletus 20 %) 
NEBNext 20 30 
NEXTflex 20 30 
Nextera 25 25 
TotalScript 25 25 
ScriptSeq v2 25 25 
 
6.4.3 Sekvenssien GC-jakauma 
 
Kaikkien sekvenssilukujen GC-% -osuudet huomioiva jakauma noudatti Nextera-mene-
telmällä täysin teoreettista jakaumaa BT474-näytteen osalta. Fimm_x-näyte poikkesi 
hieman oletetusta jakaumasta. Juosteisuuden säilyttävistä menetelmistä GC-jakauma 
oli lähinnä oletettua normaalijakaumaa Totalscript-menetelmällä valmistetussa kirjas-
tossa molempien näytteiden osalta. Kolmessa muussa juosteisuuden säilyttävässä me-
netelmässä GC-pitoisuus poikkesi teoreettisesta jakaumasta. NEXTflex-menetelmän 
Fimm_x-näytteen jakauma oli täysin vääristynyt. Uusien menetelmien poikkeama voi 
johtua niiden juostespesifisyydestä. Yleensä poikkeama teoreettisesta GC-jakaumasta 
johtuu eri organismista peräisin olevasta DNA-kontaminaatiosta. Näytteistä laskettu 
dsDNA- ja RNA-pitoisuuden suhde ei kuitenkaan viitannut dsDNA-kontaminaatioon, 
mikä poissulkee sen aiheuttaman jakaumapoikkeavuuden.  
 
6.4.4 Sekvenssien kokonaismäärä 
 
Kaikki menetelmät tuottivat tarpeellisen määrän sekvenssejä alarajan ollessa 10 mil-
joonaa. Suurin sekvenssimäärä saatiin NEBNext-menetelmällä ja matalin NEXTflex-me-
netelmällä. NEBNext-menetelmän sekvenssituotto oli tosin niin suurta, että se alensi 
70 
 
 
muiden samassa ajossa olleiden näytteiden sekvenssituottoa. Juosteisuuden säilyttä-
vien ja ei-juostespesifisen Nextera-menetelmän sekvenssituotossa ei ollut eroa koko-
naissekvenssimäärää vertailtaessa.  
 
6.5 Bioinformaattisten analyysien tulokset 
 
6.5.1 Menetelmien keskinäinen ryhmittyminen – dendogrammit 
 
Menetelmistä tehdyt dendogrammit osoittavat, että menetelmästä riippumatta 
Fimm_x- ja BT474-näytteet muodostavat omat ryhmittymänsä. Ne osoittavat myös 
sen, että NEXTflex-menetelmä eroaa eniten muista menetelmistä, koska se muodostaa 
molemmissa dendogrammeissa oman haaransa sekä Fimm_x- että BT474-näytteen 
osalta. Kaikki transkriptit huomioivassa dendogrammissa NEXTflex-menetelmän 
Fimm_x muodostaa täysin erillisen haaran eroamalla Fimm_x- ja BT474-näytteet erot-
tavasta haarasta, mikä saattaisi viitata siihen, että kyseisen näytteen kirjaston valmis-
tuksessa on tapahtunut jotain normaalista poikkeavaa. Menetelmällä valmistettu 
BT474-näyte ryhmittyi oletusten mukaisesti muiden näytteiden kanssa, vaikka sekin 
erosi eniten muista menetelmistä. Voi olla, että NEXTflex-menetelmä vain eroaa 
muista vertailtavista menetelmistä niin paljon, että se ei ryhmity dendogrammeissa 
muiden menetelmien kanssa samalla tavalla.  
Tarkasteltaessa muiden menetelmien sijoittumista dendogrammeissa vastaavat 
Fimm_x-näytteistä ScriptSeq v2 - ja TotalScript-menetelmät sekä Nextera- ja NEBNext-
menetelmät eniten toisiaan. BT474-näytteistä NEBNext-menetelmä eroaa NEXTflex-
menetelmän jälkeen eniten muista menetelmistä. ScriptSeq v2 -menetelmä on kaikki 
transkriptit huomioivassa dendogrammissa BT474-näytteen osalta lähempänä 
TotalScript-menetelmää ja proteiineja koodaavat transkriptit huomioivassa dendo-
grammissa lähempänä Nextera-menetelmää. Kaiken kaikkiaan voi dendogrammien 
perusteella sanoa, että NEXTflex-menetelmä eroaa selvästi muista menetelmistä ja 
toinen, ei niin selkeästi, eroava menetelmä on NEBNext. ScriptSeq v2 -, TotalScript- ja 
Nextera-menetelmien välillä ei dendogrammien perusteella ole selkeää eroavaisuutta, 
vaikka Nextera-menetelmä ei ole juostespesifinen muiden menetelmien tavoin.  
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6.5.2 Transkriptien lukupeitto 
 
Transkriptien lukupeitto oli kaikilla menetelmillä hyvä eikä Fimm_x- ja BT474-näyttei-
den välillä ollut kovin suurta eroa. NEXTflex-, Nextera- ja ScriptSeq v2 -menetelmien 
lukupeitot olivat tasaisuudeltaan lähes identtiset, mutta määrällisesti vertailtaessa 
NEXTflex-menetelmä oli jonkin verran Nextera- ja ScriptSeq v2 -menetelmiä parempi. 
NEBNext-menetelmä tuotti molemmissa näytteissä määrällisesti korkeimman lukupei-
ton, mutta sen lukupeitto oli muita menetelmiä alhaisempaa transkriptin päissä. Tasai-
sin lukupeitto oli ScriptSeq v2 -menetelmän Fimm_x-näytteessä. TotalScript-mene-
telmä erosi kaikista muista menetelmistä siinä, että sen lukupeitto painottui selvästi 
transkriptin 3’-päähän molempien näytteiden osalta. 3’-pään painottuminen oli odo-
tettua suurempaa, koska cDNA-koettimina käytettiin satunnaiseen sekvenssiin perus-
tuvia heksameereja, joiden olisi pitänyt tuottaa tasainen lukupeitto.  
 
6.5.3 Juosteisuuden säilyminen 
 
Oletuksen mukaisesti Nextera-menetelmä erosi muista menetelmistä tarkasteltaessa 
juosteisuuden säilymistä. Olisi voinut olettaa, että Nextera-menetelmä tuottaisi tasan 
50 % sekä koodaavia- että vastinjuosteita, mutta se tuottikin hiukan enemmän vastin-
juosteita. Eroavuus 50 %:sta ei kuitenkaan ollut kovin suurta. Juosteisuuden säilyttä-
vissä menetelmissä oli sekvensoitujen koodaavien- ja vastinjuosteiden prosenttiosuuk-
sien välillä oletuksen mukaisesti selkeä ero. ScriptSeq v2 -menetelmän juostespesifi-
syys oli vain noin 3 % vähemmän kuin valmistajan antamien näyte-esimerkkien 
(Epicentre 2014) ja eroavuus oli samaa luokkaa NEBNext-menetelmässä (New England 
BioLabs 2014). Tämän kokoluokan eroavaisuus voi johtua näytteistä. ScriptSeq v2 - ja 
NEBNext-menetelmien juostespesifisyyden voi siis sanoa toimineen odotusarvojen 
mukaisesti. NEXTflex- ja TotaScript-menetelmistä ei löytynyt vastaavia vertailuarvoja. 
Tarkasteltaessa juosteisuuden säilymistä menetelmäkohtaisesti Fimm_x- ja BT474-
näytteiden välillä, ei minkään menetelmän kohdalla esiintynyt merkittävää eroavai-
suutta. Parhaiten juostespesifisyyden säilytti molempien näytteiden osalta TotalScript-
menetelmä.  
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6.5.4 Menetelmien herkkyys heikosti ekspressoituviin transkripteihin ja menetelmien 
dynaaminen alue 
 
Tarkasteltaessa menetelmien herkkyyttä heikosti ekspressoituvien transkriptien osalta 
ei eri menetelmien eikä testinäytteiden välillä ollut havaittavissa suuria eroavaisuuksia. 
Menetelmät korreloivat hyvin oletettujen ERCC RNA Spike-In Control Mix -arvojen 
kanssa.  
Menetelmäkohtaisessa testinäytteiden tuottamien dynaamisten alueiden tarkastelussa 
ei Fimm_x- ja BT474-näytteiden välillä ollut havaittavissa suurta eroa lukuun ottamatta 
Nextera-menetelmää, jossa näytteiden dynaamisen alueen arvojen erotus oli yli kaksi 
yksikköä, kun se oli kaikissa muissa menetelmissä alle yksi. Tämä on yksi osoitus 
Nextera-menetelmän kirjastojen laatuvaihteluista eri näytteiden välillä. Menetelmistä 
laajimman dynaamisen alueen tuotti TotalScript-menetelmä ja kapeimman Nextera-
menetelmä, kun verrattiin menetelmäkohtaisesti eri näytteiden tuottamien dynaamis-
ten alueiden keskiarvoa (Taulukko 15). R2-arvo oli huonoin Nextera-menetelmässä. 
Parhaan R2-arvon tuotti NEBNext-menetelmä. Nextera-menetelmän lineaarista regres-
sioanalyysia voitiin kuitenkin pitää tilastollisesti melko luotettavana, vaikka sen R2-arvo 
oli muita menetelmiä alhaisempi (Taulukko 15).  
 
Taulukko 15. Menetelmien dynaamiset alueet ja R2-arvot taulukon 12 arvojen keskiar-
voina.  
Menetelmä Dynaaminen alue (log2) R
2 
NEXTflex 12,22 0,90 
NEBNext 11,69 0,98 
ScriptSeq v2 12,50 0,95 
TotalScript 13,14 0,95 
Nextera 10,47 0,88 
 
6.6 Menetelmien käytettävyys ja tulosten luotettavuus 
 
Tarkasteltaessa menetelmien kirjastonvalmistusprosesseja oli ajankäytön ja sujuvuu-
den kannalta havaittavissa selkeitä eroja. TotalScript-menetelmä oli nopein, koska me-
netelmä aloitettiin suoraan kokonais-RNA:sta eikä kirjaston valmistamisessa ollut mon-
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taa erillistä vaihetta. Selkeästi työläin ja samalla hitain menetelmistä oli NEXTflex. 
NEXTflex-menetelmässä oli lähes jokaisen kirjaston valmistusvaiheen välillä kaksinker-
tainen magneettihelmipuhdistus. Lisäksi menetelmällä valmistettu kirjasto oli molaari-
suudeltaan kaikista pienin. Jos menetelmällä valmistettu kirjasto olisi ollut laadultaan 
erinomainen, se olisi kompensoinut lukuisia puhdistusvaiheita. Testatun NEXTflex-me-
netelmän ongelmat on havaittu muuallakin, koska Bioo Scientific on julkaissut mene-
telmästä uuden version, jossa on yhdistetty kirjaston valmistusvaiheita sekä vähen-
netty magneettihelmipuhdistuksia. NEBNext-, ScriptSeq v2 - ja Nextera-menetelmien 
välillä ei ajankäytössä ja sujuvuudessa esiintynyt merkittävää eroavaisuutta.  
Saaatujen tulosten luotettavuutta arvioitaessa on huomioitava se, että testaus tehtiin 
vain kahdella näytteellä. Luotettavampi tulos olisi vaatinut useamman erilaisen näyt-
teen valmistamista. Useamman erilaisen näytteen puuttuminen on hintakysymys. Yh-
den RNA-näytteen sekvensointi maksaa noin 500–850 € näytteenvalmistusmenetel-
mästä ja sekvensoinnin syvyydestä riippuen, joten testattujen menetelmien kustan-
nuksiksi tuli jo kahden näytteen käyttämisellä noin 8000 €. Toisaalta jo kahden näyt-
teen testaamisella havaittiin menetelmien välillä selkeitä eroja. Jos menetelmiä testat-
taisiin vielä uudestaan, voisi ainakin tässä työssä käytetyn NEXTflex-menetelmäversion 
jättää pois.  
 
7 JOHTOPÄÄTÖKSET 
 
Tämän tutkielman tavoitteena oli löytää juosteisuuden säilyttävä sekä pienille näyte-
määrille ja palvelulaboratorioon soveltuva RNA-näytteenvalmistusmenetelmä. Työn 
tulosten vertailemisen jälkeen päädyttiin siihen, että testatuista menetelmistä parhai-
ten tavoitteita vastannut menetelmä oli ScriptSeq v2 RNA-Seq Library Preparation Kit. 
Kyseinen menetelmä tuotti tasalaatuiset kirjastot eri kokonais-RNA -määrillä. Lisäksi 
sillä tuotettujen kirjastojen molaarisuudet olivat toiseksi suurimpia. Menetelmän sek-
venssilukujen laatu oli vertailussa keskitasoa, mutta tuotettujen sekvenssien koko-
naismäärä oli toiseksi suurin. Transkriptien lukupeitto oli muiden menetelmien tavoin 
hyvä ja melko tasainen ja juosteisuudessa menetelmä saavutti lähes valmistajan lu-
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paaman tason. ScriptSeq v2 -menetelmän dynaaminen alue oli testatuista menetel-
mistä toiseksi laajin ja se oli samaa tasoa muiden menetelmien kanssa heikosti eks-
pressoituvien transkriptien herkkyysanalyysissä. Menetelmässä ei ollut ajankäytön tai 
sujuvuuden puolesta ongelmia. Kaiken kaikkiaan voidaan sanoa, että jokaisesta työstä 
testatusta menetelmästä löytyi hyviä ja huonoja puolia, mutta kokonaisuutena ajatel-
len parhaiten työn tarkoitusta ja tavoitteita vastannut menetelmä oli ScriptSeq v2 
Library Preparation Kit.  
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LIITE 1: TYÖSSÄ KÄYTETTYJEN MENETELMIEN -OHJEET POISLUKIEN 
NEXTERA-MENETELMÄ 
 
Agilent Bioanalyzer -ohjeet: 
 
Agilent Technologies. 2008. Agilent RNA 6000 Pico Kit Guide. G2938-90046.  
Agilent Techonlogies. 2009. Agilent High Sensitivity DNA Kit Guide. G2938-90321.  
 
ERCC RNA Spike-In Control Mixes -ohje: 
 
Ambion. Life Technologies. 2012. ERCC RNA Spike-In Control Mixes. User Guide. 
Julkaisu nro 4455352.  
 
Juosteisuuden säilyttävien näytteenvalmistusmenetelmien ohjeet: 
 
Bioo Scientific. 2012. NEXTflex Directional RNA-Seq Kit (dUTP based) (Illumina 
Compatible). V12.07. 5129-06. 
http://search.cosmobio.co.jp/cosmo_search_p/search_gate2/docs/BIO_/512906.2012
1009.pdf (Tulostettu 15.5.2013). 
Epicentre. 2013. ScriptSeq Complete Kit (Human / Mouse / Rat). Lit. #344. 
http://www.epibio.com/docs/default-source/protocols/scriptseq-complete-kit-
(human-mouse-rat).pdf?sfvrsn=12 (Tulostettu 30.7.2013). 
Epicentre. 2013. TotalScript RNA-Seq Kit. Lit. #351. 
http://www.epibio.com/docs/default-source/protocols/totalscript-rna-seq-
kit.pdf?sfvrsn=8 (Tulostettu 10.5.2013). 
New England BioLabs. 2013. NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for 
Illumina. NEB#E7420. https://www.neb.com/~/media/Catalog/All-
Products/99F2F6BFF619450FAF225344A2A10265/Datacards%20or%20Manuals/manu
alE7420.pdf (Tulostettu 27.5.13). 
 
Qubit-ohjeet: 
 
Invitrogen. Molecular Probes. 2010. Qubit RNA Assay Kits. MAN0002327. MP32852.  
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Invitrogen. Molecular Probes. 2011. Qubit dsDNA BR Assay Kits. MAN0002325. 
MP32850.  
Invitrogen. Molecular Probes. 2010. Qubit dsDNA HS Assay Kits. MAN0002326. 
MP32851.  
 
Ribo-Zero -ohjeet: 
 
Epicentre. 2013. Ribo-Zero Magnetic Kit (Human/Mouse/Rat). Lit.#335. 4/2013. 
EPILIT335 Rev. A.  
Epicentre. 2013. Ribo-Zero Magnetic Gold Kit (Human/Mouse/Rat). Lit.#337. 4/2013. 
EPILIT337 Rev. A.  
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LIITE 2: LABORATORION PERUSMENETELMÄN OHJE 
 
ILLUMINA NEXTERA -PROTOCOL FOR RNA-SEQ 
PRE-PCR 
1. QC of TOTAL-RNA  
a. RNA quality control: Agilent Bioanalyzer: RNA nano kit /total-RNA software 
- OBS! RIN VALUES have to be > 7 otherwise consult with customer 
b. RNA quantitation (at least 2.5ug) 
- Qubit RNA Assay  
c. Detection of DNA contamination 
Qubit dsDNA BR Assay 
- If DNA contamination is expected run DNA Qubit as well as RNA Qubit and 
calculate RNAQubit : DNA Qubit -ratio (not over 5%) 
2a. REMOVAL OF RIBOSOMAL-RNA  
-Ribo-Zero Gold -kit (one part of the kit is in -80oC and another part in +4oC) 
Protocol: http://www.epibio.com/docs/default-source/protocols/ribo-zero-magnetic-
gold-kit-(human-mouse-rat).pdf?sfvrsn=14  
- take 2,5ug total-RNA to start with (the minimum is 1ug); if there is enough sample 
you can start also with higher amount of sample (4 - 5 ug) 
- exactly according to manual 
2b. CLEAN-UP OF rRNA-depleted RNA 
- 1.8X Agencourt RNAClean XP SPRI beads, 80 % EtOH 
- elution 16 ul (15 ul in eluate => 1ul for BA and 13.5ul for cDNA synthesis) 
2c. QC of RIBO-depleted-RNA  
- RNA quality: RNApico -assay 
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3a. cDNA-SYNTHESIS 
- use all the rRNA depleted RNA (13.5ul) 
- according to NEBNext mRNA Library Prep Master Mix set for Illumina 
Protocol: https://www.neb.com/~/media/Catalog/All-
Products/9CAE5A56D3EB419991119FC6D3B21158/Datacards%20or%20Manuals/man
ualE6110.pdf - perform only the two steps (first strand cDNA synthesis and second 
strand cDNA synthesis on page 7 and use SuperScript II Reverse Transcriptase in stead 
of ProtoScript II Reverse Transcriptase)  
- use the PCR -equipment in RNA-room 
3b. CLEAN-UP OF cDNA 
- 1.8X SPRI-BEADS as usual 
- elution 25 ul 
3c. QC of cDNA 
- cDNA concentration by Qubit HS Assay 
- cDNA quality : BA High Sensitivity chip 
- OBS! Load 50 / 60 ng according to Qubit - You may also use half of the reaction 
volume for 2 x 25 ng of cDNA 
4a. NEXTERA-TAGMENTATION (RNA-room PCR-equipment) 
Protocol: http://www.liai.org/files/nextera_dna_sample_prep_guide_15027987_b.pdf  
Nextera tagmentation reaction  Volume (ul) 
Water + Sample 20.0 /10.0 / 5.0 
TD (Tagment DNA buffer) 25 / 12.5 / 6.25 
TDE ((Tagment DNA enzyme) 5 / 2.5 / 1.25 
TOTAL 50 / 25 / 12.5 
5min 55°C -> hold at 10oC 
4b. CLEAN-UP OF TAGMENTED cDNA (RNA-room) 
- SPRI-BEADS as usual (elution 25 - 30 ul) 
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4c. QC OF TAGMENTED cDNA (RNA-room) 
- BA High Sensitivity chip (optional) 
5a. LIMITED CYCLE-PCR (PCR-room ; MisterX) 
- according to ILLUMINA Nextera manual  
POST- PCR 
5b. PURIFICATION OF LIBRARY: 
- 1X SPRI beads or PCR-purification kit (volume < 35ul for size selection) 
5c. QC OF THE UNSELECTED LIBRARY: 
- QC of the library by HS chip 
6a. SIZE-SELECTION FROM THE GEL (OPTIONAL) 
- cut the stuff between ~ (300)350 - 700nt (insert size 200 - 550) 
6b. LIBRARY PURIFICATION FROM THE GEL 
- Qiagen gel extraction kit 
6c. QC OF THE SELECTED LIBRARY: 
- QC of the size-selected library with BA as usual 
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LIITE 3: rRNA-POISTETTUJEN -NÄYTTEIDEN PITOISUUDET JA NEXTERA-
MENETELMÄN cDNA:N PITOISUUS 
 
rRNA-poistettujen -näytteiden pitoisuudet: 
 
Taulukko 1. rRNA-poistettujen -näytteiden pitoisuudet. 
Näyte rRNA-poistettujen -näytteiden pitoisuudet (ng/µl) 
Fimm_x 97,1 
BT474 23,2 
ScriptSeq v2 Fimm_x 1,051 (Agilent RNA 6000 pico -ajo) 
Nextera Fimm_x ei määritetty  
TotalScript ei tehty rRNA:n poistamista 
 
Nextera-menetelmän cDNA:n pitoisuus: 
 
Nextera-menetelmässä Qubit dsDNA HS -menetelmällä määritetty Fimm_x2 -cDNA-
näytteen pitoisuus oli 5,49 ng / µl.  
 
